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Resumen 
 
Se realizó un análisis comparativo del contenido de glucosinolatos totales de 65 
accesiones de cubio (Tropaeolum tuberosum) pertenecientes a la Colección Regional 
de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. 
Estos fueron evaluados en su forma intacta, inicialmente por cromatografía en capa 
fina, estableciéndose que los extractos presentan perfiles de composición similares con 
al menos dos compuestos del tipo glucosinolato. Con base en éstos, se determinó en 
forma semi-cuantitativa que existen diferencias solo en contenido entre las accesiones 
evaluadas. Se cuantificó además el total de glucosinolatos empleando la reducción del 
ión ferricianuro y se estableció que en las accesiones estudiadas este varía entre 1,20 
y 30,40 µmoles/g.b.s, siendo mayor para la accesión Tt30 y menor para la accesión 
Tt37. El análisis por CLAE en fase reversa de accesiones seleccionadas mostró que 
los componentes mayoritarios presentan tR en la región de elución de los glucosinolatos 
tipo aromático. Según esta investigación, pionera en cuanto a caracterizar estos 
tubérculos desde el punto de vista de los glucosinolatos, se concluyó que su contenido 
es menor al de cubios silvestres de otros países andinos, pero similar al de especies 
de Brassicas, reconocidas por la presencia de dichos compuestos, como el caso de 
brócoli, por lo que pueden ser postulados para evaluar su uso potencial como 
biofumigantes. El ensayo biológico preliminar, realizado con algunas accesiones 
seleccionadas, mostró que el potencial biofumigante hacia el patógeno de la papa 
Spongospora subterranea no está, al parecer, positivamente correlacionado con el 
mayor contenido de glucosinolatos sino con la cantidad relativa de alguno de los 
presentes en el cubio, dado que el menor número de agallas se obtuvo en un 
tratamiento en el que se usó una accesión con bajo contenido total, como es la 
accesión Tt69. 
 
Palabras clave: Tropaeolum tuberosum, cubios, método ión ferricianuro, Spongospora 
subterránea, CLAE y glucosinolatos.  
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Abstract 
We realized a comparative study about glucosinolates content using 65 accessions of 
cubio (Tropaeolum tuberosum) belonging to the regional bank of Facultad de 
Agronomia of Universidad Nacional de Colombia. The glucosinolates were studied in 
intact form, firstly by thin layer chromatography, showing similar profiles in all of the 
accessions with two compounds as minimum. Taking in account these two compounds, 
we determined that the differences between accessions are only related to the total 
content not to the type of the compounds. Using the ferricyanide ion reduction it was 
also determined the total of glucosinolates obtaining values in the range between 1,20 
and 30,40 µmol/g.d.b, having the Tt30 accession the higher content and Tt37 the lower. 
The reversed phase HPLC analysis showed compounds with retention times in the 
elution region of aromatic glucosinolates. According this study that is the first realized 
about glucosinolates in Colombian cubios, we concluded that the total of these 
compounds are lower than wild type varieties of cubios of other Andean countries but 
similar to other Brassicas species as broccoli. In this way, it is possible to postulate the 
Colombian cubios as tubers with possible biofumigant activity. In a preliminary 
biological investigation realized with some of the Colombian accessions, we found that 
the biological activity against Spongospora subterranea possibly is not correlated with 
the total content but occasioned by the relative amount of the glucosinolates, because 
the disease symptoms were the lowest with the treatment Tt69 accession that had very 
low total content of glucosinolates. 
 
Keywords: Tropaeolum tuberosum, cubios, ferricyanide method, Spongospora 
subterránea, HPLC and glucosinolates. 
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Introducción 
 
La papa juega un papel trascendental en el sistema de alimentación del mundo por su 
conocido valor nutricional atribuido a la presencia de vitaminas, proteínas, minerales y 
en especial por su alto contenido de carbohidratos, que lo convierte en un alimento de 
importante valor energético,  ocupando el cuarto lugar dentro de los de mayor consumo 
a nivel mundial. 
 
 El cultivo de la papa se encuentra ampliamente distribuido en el mundo debido a la 
adaptabilidad del tubérculo, existiendo elevado número de variedades. Actualmente, 
este cultivo se extiende por más de 100 países, entre ellos los de América del Norte y 
Europa, que son los mayores productores, y en algunos países de Asia, África y 
América Latina donde se ha incrementado notablemente la producción en los últimos 
años (Borda, 2008). 
 
El cultivo de la papa en Colombia abarca aproximadamente 160.000 Ha, las cuales se 
concentran en los departamentos de Cundinamarca, Boyacá, Nariño y Antioquia 
constituyendo una de las principales fuentes de empleo para las familias campesinas. 
A la vez, contribuye a la promoción de otros sectores de la economía tales como el 
transporte, la industria de insumos agropecuarios, la industria procesadora y de 
derivados de la papa, entre otros, y representa un factor importante en la formulación 
del PIB (Fedepapa, 2004). 
 
La papa presenta diversas enfermedades, entre las que se destacan las infecciones 
por hongos, bacterias y virus. Algunos ejemplos de afecciones por hongos son el tizón 
temprano, ocasionado por Alternaria solani, el tizón tardío que es causado por 
Phytophthora infestans y la sarna polvosa causada por Spongospora subterranea.  La 
bacteria que mayor daño causa a los cultivos de papa es Ralstonia solanacearum la 
cual, además de provocar la pérdida del tubérculo y de la planta, se fija en el suelo, por 
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lo que esa tierra debe ser abandonada para este cultivo. La alta incidencia de 
enfermedades ha despertado la preocupación mundial debido al uso intensivo de 
productos agroquímicos tóxicos que ha demandado, los cuales provocan la 
contaminación del suelo, el aire y el agua y pueden llegar a generar enfermedades a 
los cultivadores. 
 
La sarna polvosa es una enfermedad del cultivo de la papa encontrada en muchas 
regiones productoras alrededor del mundo. Su notable incidencia sobre el rendimiento 
y la economía del cultivo ha despertado gran interés por la investigación sobre su 
control, manejo y prevención. Esta enfermedad se caracteriza en el tubérculo por la 
aparición de pústulas abiertas. Estas pústulas, con frecuencia numerosas, otorgan 
aspecto harapiento a la piel del tubérculo haciéndolo indeseable para el mercado. Por 
otra parte, en las raíces, en el momento de la aparición de la enfermedad se pueden 
formar agallas de hasta 15 mm, cuyo color es muy similar al color de la raíz, pero que 
oscurece rápidamente a medida que ésta se va desintegrando. 
 
La principal estrategia para el control de la sarna polvosa ha sido el uso de fungicidas 
sintéticos, los cuales, sin embargo, han mostrado baja eficiencia y generación de altos 
costos. Otra de las alternativas es la implementación de buenas prácticas agrícolas, 
entre las que se incluyen evitar el uso de estiércol proveniente de animales 
alimentados con papa contaminada, el uso de semilla certificada libre de patógenos, el 
uso de variedades resistentes y la rotación de cultivos (Moreno-Astúa & Rivera, 2005). 
Sin embargo, la enfermedad se ha diseminado ampliamente y estas estrategias 
resultan inadecuadas para aquellas zonas en las cuales ya se ha presentado el 
problema. Como práctica cultural tradicional los cultivadores de algunas regiones de 
Sur América acostumbran sembrar cubios junto con la papa, pues han observado que 
se presenta disminución en la incidencia de la enfermedad.  
 
El cubio o mashua, es un tubérculo originario de los Andes, cultivado en Perú, Bolivia, 
Ecuador, Venezuela y Colombia. Es un cultivo altamente productivo aún con bajos 
niveles de fertilización. Generalmente el tubérculo es de color amarillo, aunque existen 
variedades con intensa coloración morada en la piel y dispersa a través del tubérculo.  
Estudios recientes han indicado que el cubio posee compuestos fenólicos y 
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antocianinas por lo que presenta actividad antioxidante (Chirinos, Campos, Costa, et 
al., 2008). 
 
Se postula que la aparente capacidad del cubio para controlar la enfermedad sarna 
polvosa puede estar asociada con la presencia de metabolitos azufrados del tipo 
glucosinolato, los cuales al parecer confieren resistencia a insectos herbívoros, 
hongos, bacterias, moluscos y microorganismos, y cuyas propiedades defensivas se 
generan por una hidrólisis enzimática que libera compuestos volátiles, entre los que 
están isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos y oxazolidinas, dependiendo de la estructura 
del glucosinolato hidrolizado (Fahey, Zalcmann, & Talalay, 2001). 
 
Los glucosinolatos son metabolitos secundarios que se han encontrado en todos los 
órganos de las plantas pertenecientes a las especies Cruciferae, Brassicaceae y en por 
lo menos 500 especies de angiospermas dicotiledóneas no crucíferas. Su contenido 
puede verse afectado por muchos factores tales como el tipo de suelo, el espaciado 
entre plantas, la luz, la temperatura y la aplicación de fertilizantes.  
 
La posibilidad de que la presencia de estos compuestos en el cubio pueda 
aprovecharse como método alternativo amigable con el ambiente para el control de la 
enfermedad de la papa causada por Spongospora subterranea, hace que sea 
necesario evaluar su contenido en estos tubérculos y por consiguiente, encontrar 
metodologías que permitan un rápido análisis de estos compuestos. En tal sentido, en 
este trabajo se buscó poner a punto la metodología para la extracción y determinación 
de glucosinolatos totales para, de esta manera, usando accesiones de un banco de 
germoplasma de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia, 
realizar un análisis comparativo de su contenido, de forma tal que aquellas accesiones 
que presenten los niveles más altos,  se puedan postular para evaluar su uso potencial 
como biofumigantes en el control de la sarna polvosa de la papa. 
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1. Estado actual del tema 
 
1.1. Los glucosinolatos 
 
Los glucosinolatos son aniones orgánicos solubles en agua, que incluyen 
aproximadamente 120 compuestos, cuya estructura química corresponde a ésteres β-
tioglucósidos N-hidroxisulfato o ésteres (Z)-N-hidroximinosulfato o S-glucopiranosil 
tiohidroximatos. Poseen un átomo de azufre unido a una β-D-glucopiranosa y una 
cadena lateral sobre el carbono α del grupo imino tal como se observa en la figura 1 
(Suzuki, Ohnishi-Kameyama, Sasaki, Murata, & Yoshida, 2006); (Botting, Davidson, 
Griffiths, Bennett, & Botting, 2002; Fahey, et al., 2001).La cadena lateral los clasifica en 
glucosinolatos alifáticos, aromáticos e indólicos dependiendo de su precursor 
biosintético, según sea metionina, fenilalanina o triptófano, respectivamente (Brown & 
Morra, 1995); (Visentin, Tava, Iori, & Palmieri, 1992); (Li & Kushad, 2004).  A la vez 
determina las diferencias en las propiedades químicas, la actividad biológica y los 
productos de degradación (Anne Louise Gimsing, Kirkegaard, & Bruun Hansen, 2005). 
Las cadenas laterales se caracterizan por un amplio rango de estructuras químicas, 
resumidas en la Tabla 1 (Fahey, et al., 2001; Wade, Garrard, & Fahey, 2007). 
 
 
Figura 1. Estructura química general de los glucosinolatos. 
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Estos metabolitos secundarios, detectados por lo general en todos los órganos, son 
responsables del sabor picante y aroma sulfuroso de algunas plantas, que se produce 
como resultado de su rompimiento en isotiocianatos (Li & Kushad, 2004; Trenerry, 
Caridi, Elkins, Donkor, & Jones, 2006; Visentin, et al., 1992). Se encuentran 
principalmente en las especies Cruciferae, Brassicaceae (Wade, et al., 2007) y en por 
lo menos 500 especies de angiospermas dicotiledóneas no crucíferas, algunos 
ejemplos de estas se encuentran reportados en la Tabla 2 (Fahey, et al., 2001); (Brown 
& Morra, 1995). Generalmente, cada genotipo contiene un glucosinolato predominante, 
aunque su contenido varía con el tipo de tejido (raíces, hojas, flores, frutos, etc.) y el 
estado de desarrollo del mismo, lo cual resulta importante para la taxonomía y genética 
de estas plantas (Kushad et al., 1999; Mohn, CuTting, Ernst, & Hamburger, 2007; 
Suzuki, et al., 2006; Visentin, et al., 1992). Adicionalmente, el contenido de 
glucosinolatos en vegetales frescos se afecta por muchos factores tales como el tipo 
de suelo, el espaciado entre plantas, la luz, la temperatura y aplicación de fertilizantes.  
 
 
En general, los glucosinolatos y sus productos de degradación se consideran 
componentes potenciales en la defensa de las plantas contra los insectos y los 
herbívoros (Chen & Andreasson, 2001; Halkier & Du, 1997). Por otra parte, se 
relacionan con la inactivación de enzimas de detoxificación de la fase II, tales como 
glutatión-S-transferasa, y por inhibición de enzimas de la fase I (enzimas del citocromo 
P450), las cuales están involucradas en la activación de carcinógenos químicos  (Li & 
Kushad, 2004). 
 
 
Aunque los glucosinolatos intactos pueden conferir resistencia a insectos herbívoros, 
hongos, bacterias, moluscos y microorganismos, las propiedades defensivas de éstos 
aumentan cuando los tejidos son fragmentados, por daño mecánico, infección o ataque 
de plagas, puesto que el rompimiento celular expone los  glucosinolatos y los pone en 
contacto con la enzima mirosinasa (una β-tioglucosidasa) (Al-Gendy, El-gindi, Hafez, & 
Ateya, 2010; Botting, et al., 2002; Li & Kushad, 2004). Como resultado de la actividad 
de esta enzima se liberan glucosa, sulfato y varios compuestos tóxicos, entre los que 
están isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos y oxazolidinas, dependiendo de la estructura 
de la cadena lateral del glucosinolato hidrolizado y de la presencia de iones hierro, 
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proteínas epitioespecíficas o modificadores de dichas proteínas, los cuales son 
determinantes en la especificidad de la liberación.  
 
Tabla 1. Clasificación de los glucosinolatos (Gsl) de acuerdo con su estructura 
(Fahey, et al., 2001). 
 
Estructura Clase 
N° de 
Gsl 
Ejemplo de la 
estructura 
Cadenas laterales que contienen azufre A 25  
Cadenas laterales alifáticas lineales B 6 
 
Cadena alifática ramificada C 8 
 
Cadena olefínica ramificada y lineal D 10 
 
Cadena alifática ramificada con alcoholes 
E 
 
12 
 
Cadena alifática con cetona F 4 
 
Aromáticos G 17 
 
ω-hidroalquil o benzoatos H 8 
 
Indólicos I 6 
 
 
 
Multi-glicosilado y otros J 6 
 
 
 
 x, es la estructura central de los glucosinolatos. 
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Tabla 2. Familias de angiospermas que contienen glucosinolatos (Fahey, et al., 
2001). 
Familia Clase N° de Gsl 
Bataceae I 2 
Brassicaceae A a J  86 
Bretschneideraceae E, G 2 
Capparaceae A-I 19 
Caricaceae G 1 
Euphorbiaceae C,E 3 
Gyrostemonaceae C 2 
Limnanthaceae E,G 2 
Moringaceae C,E,G,J 8 
Pentadiplandraceae G 2 
Phytolaccaceae C, E, G 5 
PiTtosporaceae G 1 
Resedaceae E, G, I, J 11 
Salvadoraceae C,G 3 
Tovariaceae C 5 
Tropaeolaceae B, C, E, G 8 
 
 
Los productos de hidrólisis más comunes, los isotiocianatos, se forman por un re-
arreglo de Lossen que involucra la migración la cadena lateral desde el carbono de la 
oxima hasta el nitrógeno adyacente. Cuando la cadena lateral del glucosinolato porta 
un grupo hidroxilo en el carbono C-2, los isotiocianatos formados son inestables y se 
ciclan a oxazolidina-2-tiona, una clase de sustancias conocidas por causar efecto 
goitrogénico. En otras plantas, los principales productos de la hidrólisis son los nitrilos; 
la formación de nitrilos in vitro es favorecida por un pH menor a tres o en la presencia 
de iones Fe2+. Sin embargo, algunas proteínas pueden estar involucradas en la 
formación de nitrilos in vivo, tales como la proteínas epitioespecíficas (ESP). Cuando 
los glucosinolatos tienen un doble enlace terminal, las ESP promueven la reacción del 
átomo de azufre del enlace tioglucósido con el doble enlace para formar un anillo 
tirano, formando un epitionitrilo (figura 2) (Halkier & Gershenzon, 2006). 
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Otros productos de la hidrólisis incluyen tiocianatos, los cuales se forman únicamente 
desde tres glucosinolatos: bencil, alil y 4-metilsulfinilbutilglucosinolato, los cuales 
forman cationes estables en sus cadenas laterales. Al igual que la formación de nitrilos, 
la de tiocianatos está relacionada con proteínas específicas (ESP), pero estas aún no 
han sido identificadas. La hidrólisis de indol glucosinolatos es algo diferente de los 
otros tipos de glucosinolatos, debido a que los isotiocianatos inicialmente formados son 
inestables a pH neutro o ligeramente ácido, y se convierten a metabolitos adicionales, 
incluyendo indol-metanoles, conjugados de ácido ascórbico y mezclas oligoméricas 
(Halkier & Gershenzon, 2006). 
 
 
Figura 2. Productos de degradación de los glucosinolatos. Adaptado de (Bones & 
Rossiter, 2006) 
 
Dado que la mirosinasa no solo es producida por las plantas, sino también por los 
insectos, los hongos y las bacterias, su actividad también se puede encontrar en el 
suelo (Anne Louise Gimsing, et al., 2005), permitiendo el uso de plantas que contengan 
glucosinolatos como una fuente viable para el control de una amplia variedad de plagas 
y enfermedades de los cultivos, es decir, permite el uso de estos compuestos como 
biofumigantes reduciendo de esta manera el uso de pesticidas y el potencial 
contaminante asociado (Brown & Morra, 1995). 
 
OH OH
SH
NR
O
S
O
O
O
-
K
+
Mirosinasa
+
S
N
R
N
R
S
N
R
N
S
CH2 O
N
H
S
Epitionitrilo
Nitrilo
Tiocianato
Isotiocianato
Oxazolidina
ESP
Fe2+
Fe2+
o pH < 5
O
HOH
H
H
H
H
OH
OH
OH
O
R
S N S
O
O
O
-
O
HOH
H
H
H
H
OHOH
OH
OH
10        Análisis y comparación de los glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio (Tropaeolum 
tuberosum) para evaluar su uso potencial en el control del patógeno de la papa Spongospora subterranea 
 
 
 
 
1.1.1. Biofumigación con glucosinolatos 
 
La biofumigación  se refiere a la eliminación de pestes y patógenos del suelo mediante 
el uso de compuestos volátiles, producto de la descomposición de materia orgánica. 
Ésta hace uso del sistema defensivo de los tejidos heridos de las plantas para el 
control de organismos fitopatógenos. Los beneficios que presenta esta alternativa 
están relacionados con su potencial para controlar diversos patógenos del suelo, 
cambiando simultáneamente las propiedades físicas y químicas, de tal manera que lo 
convierten en un medio favorable para el cultivo así como el ser una práctica agrícola 
de bajo costo y fácil acceso, especialmente de los pequeños productores (Franco-
Navarro, del Prado-Vera, Zavaleta-Mejía, & Sácez-García, 2002; Motisi, Doré, Lucas, & 
Montfort, 2010). En el caso de las Brassicas, es un término que describe la utilización 
de isotiocianatos (ITCs) tóxicos que existen naturalmente, obtenidos como productos 
de la hidrólisis de los glucosinolatos presentes en las plantas o productos vegetales 
aplicados al suelo. Este proceso puede lograrse incorporando materiales frescos o 
secos y/o harina de semillas y se favorece por la disrupción celular, la adición de agua 
y las altas temperaturas en el suelo. El uso de rotación de cultivos donde se incluyan 
las Brassicas también puede ser considerado biofumigación (A. L. Gimsing & 
Kirkegaard, 2006; Anne Louise Gimsing, et al., 2005; Nastruzzi et al., 1996; Poulsen, 
Gimsing, Halkier, Bjarnholt, & Hansen, 2008). 
 
 
El destino de los Gsl en el suelo es determinado por su elevada solubilidad y la pérdida 
de grupos funcionales que pueden interactuar con la superficie reactiva del suelo. Los 
glucosinolatos se adsorben débilmente en todos los tipos de suelo y se degradan 
microbiológicamente. Por lo tanto, los liberados de la planta son altamente móviles en 
el suelo y por ende tendrán elevada bio-disponibilidad. Las principales rutas de 
producción y pérdidas de glucosinolatos se muestran en la figura 3 (A. Gimsing & 
Kirkegaard, 2009). En contraste, los ITCs son fuertemente adsorbidos por la materia 
orgánica del suelo, reaccionando fuertemente con los grupos nucleofílicos presentes; 
sin embargo, son propensos a pérdidas por la volatilización, degradación microbiana y 
mineralización. La relativamente rápida adsorción y degradación de los ITCs en 
periodos de días después de la incorporación minimiza el riesgo de persistencia en el 
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ambiente o filtración. La biofumigación es, por lo tanto, una técnica promisoria que 
puede ser desarrollada e implementada en los programas de manejo integrado de 
plagas, contribuyendo a reducir el uso de plaguicidas sintéticos y minimizando el 
impacto ambiental (Gimsing & Kirkegaard, 2009). 
 
 
Figura 3. Destino de los glucosinolatos e isotiocianatos en el suelo. Tomada de 
Gimsing & Kirkegaard,( 2009). 
 
La toxicidad de los isotiocianatos está estrechamente relacionada con la estructura de 
la cadena lateral, que determina importantes propiedades físico-químicas tales como la 
hidrofobicidad y la volatilidad, y por la sensibilidad de los organismos a los diferentes 
ITCs la cual puede variar entre aislados de un mismo patógeno o entre diferentes 
estados de desarrollo del mismo (A. Gimsing & Kirkegaard, 2009). En el caso de los 
hongos, la diferencia en la sensibilidad no solo está relacionada con la citotoxicidad 
sino también con la habilidad de los ITCs para penetrar las células. (Nastruzzi, et al., 
1996)  mostraron que el coeficiente de partición, una medida de la lipofilicidad e 
hidrofobicidad molecular, es un importante parámetro que influencia la habilidad de los 
ITCs para penetrar la membrana celular. Los ITCs más activos presentan bajos 
coeficientes de partición. La baja volatilidad del feniletilisotiocianato puede resultar en 
una considerable persistencia en suelo. Es posible que la estructura pueda reducir la 
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eficiencia de la penetración de los ITCs en las células aunque el mecanismo específico 
se desconoce. Esto indica que la biofumigación con Brassicas puede no ser eficiente 
para todos los patógenos (Kirkegaard & Sarwar, 1998) 
 
Los mecanismos por los cuales los ITCs inhiben microorganismos y crecimiento 
fúngico son desconocidos; sin embargo, se han propuesto algunas hipótesis (Manici, 
Lazzeri, & Palmieri, 1997): 
 
 Inactivación de enzimas intracelulares por rompimiento oxidativo  de puentes –
S-S- 
 Inhibición de enzimas metabólicas por el radical tiocianato, indicado por la 
degradación de productos de ITC. 
 Acción de desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, sugerida por la 
inhibición de la ingesta de oxigeno por 3 cepas de levaduras, para varios ITCs. 
 
El potencial de la biofumigación como un componente del manejo integrado de plagas 
ha sido demostrado en varios sistemas agrícolas. Quizás el más estudiado ha sido el 
cultivo de la papa en el que se ha logrado controlar nemátodos, malezas, hongos y 
bacterias. Un estudio realizado por Gimsing & Kirkegaard, 2009, mostró que solo el 
13% de los glucosinolatos totales se encuentran en el suelo 30 minutos después de la 
incorporación del material vegetal; estos fueron detectables en suelo por 8 días. Este 
estudio sugiere que se requieren técnicas que permitan dañar el tejido de la planta 
para maximizar la hidrólisis. Otro estudio demostró que enmiendas con poco 
rompimiento del tejido generan pocos isotiocianatos con un potencial menor al 1%. 
 
En el estudio de Borek et al., (1998)  se encontró actividad de la enzima mirosinasa 
donde se cultivaban especies de Brassica, mientras que en suelos donde se cultivan 
pastos ésta no fue detectada. Sin embargo, Gimsing & Kirkegaard, (2006), detectaron 
la presencia de actividad mirosinasa aún en suelos donde no habían sido cultivadas 
plantas productoras de glucosinolatos durante los últimos 5 años. Estos resultados 
permiten concluir que los organismos productores de mirosinasa se estimulan cuando 
se encuentran en presencia de dichas plantas. Cabe anotar que algunas de las 
mirosinasas encontradas pueden ser originadas en las plantas y liberadas al suelo  
(Anne Louise Gimsing et al., 2009) 
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1.1.2. Métodos de extracción y análisis de los glucosinolatos 
 
En el análisis de glucosinolatos un factor determinante es la preparación de la muestra, 
en la cual se debe evitar su degradación ya sea por contacto con la mirosinasa o por 
degradación térmica la cual se alcanza a temperaturas superiores a 125°C. Por lo 
tanto, cuando se va a realizar la determinación de los glucosinolatos, el material 
vegetal debe conservarse intacto. Las plantas trituradas liofilizadas deben ser 
mantenidas a -20°C hasta su uso. En el caso de plantas completas, para prevenir las 
pérdidas y reducir la actividad de la enzima mirosinasa, el material deber ser congelado 
con nitrógeno líquido o dióxido de carbono sólido (Śmiechowska, Bartoszek, & 
Namieśnik, 2010). 
 
Generalmente la extracción se lleva a cabo en agua o en una mezcla de metanol y 
agua. Para prevenir la degradación enzimática, el material a ser extraído primero se 
trata a 100°C. Otros autores han realizado la extracción a temperaturas elevadas, entre 
70-100°C, para inactivar la mirosinasa. Sin embargo, estas condiciones no han sido 
optimizadas o validadas (Anne Louise Gimsing, et al., 2005; Mohn, et al., 2007). 
 
Algunas de las técnicas analíticas usadas para la cuantificación de glucosinolatos 
totales incluyen métodos basados en la determinación de sulfatos o glucosa después 
del tratamiento con la enzima mirosinasa. En el caso de la determinación por liberación 
de glucosa, puede usarse la deshidratación de los azúcares por la acción de ácidos 
fuertes para producir furfural que forma complejos coloreados al condensarse con 
timol. Se pueden emplear pruebas de glucosa para determinar la que fue liberada. Sin 
embargo, cuando se emplean estos métodos puede presentarse una sobre-estimación 
debida a la presencia de glucosa endógena, este efecto se puede evitar si se hace una 
eliminación de glucosa libre y de otros compuestos interferentes (Śmiechowska, et al., 
2010).  Por otra parte, el contenido de glucosinolatos totales puede ser cuantificado por 
la determinación de la tioglucosa liberada después de la hidrólisis alcalina de los 
glucosinolatos, en este caso se tiene en cuenta la capacidad de los grupos tioles para 
reducir el ión ferricianuro, reacción que puede ser seguida tanto espectrofotométrica 
como electroquímicamente (Jezek, Haggett, Atkinson, & Rawson, 1999). 
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El uso de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) permite la determinación de un 
amplio rango de glucosinolatos, mientras que el ensayo de la glucosa solamente 
permite la identificación de genotipos que contienen glucosinolatos por encima de una 
cierta cantidad. La principal ventaja de usar NIR es la preparación de la muestra, dado 
que el material vegetal puede ser puesto directamente en la celda de medida del 
equipo (Śmiechowska, et al., 2010). 
  
La separación eficiente de los glucosinolatos es difícil debido a la elevada polaridad de 
las moléculas, por lo que ésta depende de sutiles diferencias de polaridad en la cadena 
lateral (R). Los métodos para la separación incluyen cromatografía en capa fina o 
papel, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de gases y cromatografía 
líquida de alta eficiencia (Prestera et al., 1996). 
  
La cromatografía de gases (GC) no puede ser usada para la determinación de 
glucosinolatos intactos debido a la naturaleza iónica de los mismos; sin embargo, la 
conversión a derivados volátiles tales como los desulfoglucosinolatos permite su uso. 
Por ejemplo, en algunos laboratorios el análisis por GC de los derivados sililados de los 
desulfoglucosinolatos es más frecuente debido la disminución del tiempo y el costo del 
análisis. Adicionalmente, es posible determinar el contenido de compuestos volátiles  
tales como los isotiocianatos, aunque se presentan algunas limitaciones como la baja 
producción o la generación de productos inestables dados por la cadena lateral del 
glucosinolato, las cuales pueden causar dificultades en los análisis tanto cualitativos 
como cuantitativos (Botting, et al., 2002; Śmiechowska, et al., 2010). 
 
La cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE), se usa comúnmente para la 
determinación cualitativa y cuantitativa de los glucosinolatos en plantas Cruciferae, 
usando el modo en fase reversa, descrito en la norma ISO 9167-1 de 1992, en la cual 
los glucosinolatos extraídos son adsorbidos sobre un soporte sólido, generalmente 
Sephadex A-25, seguido por la desulfatación o eliminación del grupo sulfato y la 
elución de los desulfoglucosinolatos (Mohn, et al., 2007). Para el aislamiento de dichos 
compuestos también se puede emplear la extracción en fase sólida. Una desventaja de 
muchos de estos trabajos es que los productos raramente pueden purificarse y 
cristalizarse (Fahey, et al., 2001). Otras dificultades asociadas con esta investigación 
son: la influencia del pH sobre la actividad enzimática, la definición de la duración de la 
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reacción y la concentración de la enzima durante la desulfatación.  Sin embargo, 
actualmente se adelantan investigaciones dirigidas a mejorar la efectividad de este 
método, particularmente en lo concerniente a la preparación de la muestra, la 
desulfatación enzimática, la identificación del pico y la evaluación del factor de 
respuesta de los compuestos individuales (Śmiechowska, et al., 2010). La 
cromatografía líquida de alta eficiencia también permite el análisis de glucosinolatos 
intactos y es la técnica preferida para el análisis de compuestos térmicamente 
inestables como los indol-glucosinolatos. 
 
La cromatografía en contracorriente de alta velocidad (HSCCC) permite la 
determinación de ITCs a gran escala y con la simultánea simplificación del proceso de 
preparación de la muestra. Con esta ventajosa técnica se pueden usar tanto los 
sistemas de fase reversa como los de fase normal, esto es favorable dado que permite 
la recuperación total del analito,  es simple y es relativamente de bajo costo 
(Śmiechowska, et al., 2010). 
 
 
En el caso de mezclas complejas, la resolución de los glucosinolatos  se puede lograr 
usando cromatografía de partición (GLC) que permite la identificación y la determinación 
cuantitativa de los glucosinolatos individuales. La GLC también se ha usado en 
combinación con espectrometría de masas (Śmiechowska, et al., 2010). 
 
La cromatografía de fluidos súper críticos se usa tanto para la separación analítica 
como para la purificación preparativa de un amplio rango de productos de degradación 
de los glucosinolatos, especialmente aquellos formados a partir de la sinalbina y los 
indol-3-ylmetilglucosinolatos (Śmiechowska, et al., 2010). 
 
En el caso del análisis de glucosinolatos, se pueden aplicar técnicas complementarias 
a la cromatografía: cromatografía de par iónico (IPC) en fase reversa para la 
determinación de los no polares o cromatografía de interacción hidrofílica en fase 
normal (HILIC) para la determinación los polares (Śmiechowska, et al., 2010) (Friis, 
Larsen, & Olsen, 1977). 
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La identificación de glucosinolatos individuales y sus productos de degradación es 
posible cuando se elige el método adecuado. Sin embargo, usualmente existen 
algunas limitaciones debidas a la baja concentración del analito en la muestra; por lo 
tanto, es necesario adaptar los sistemas de detección a los límites deseados. 
 
 
1.1.3. Determinación espectrofotométrica de glucosinolatos 
totales 
 
El tratamiento alcalino de alilglucosinolato (sinigrina) produce ácido 2-amino-3-
butenoico (vinilglicina), tioglucosa y sulfato por una reacción de primer orden con 
respecto a ambos, el ión hidróxido y el glucosinolato. La reacción presumiblemente 
toma lugar a través de un re-arreglo tipo Neber, comenzando con una pérdida 
concertada de un átomo de hidrógeno en el carbono C-2 de la aglicona, la formación 
de un enlace entre el carbono C-2 y el átomo de nitrógeno, y la pérdida del grupo 
sulfato, seguida por una rápida adición de agua a la azirina resultante, la apertura del 
anillo de la hidroxiazidirina producida y finalmente de la hidrólisis del tioester así 
obtenido. En la hidrólisis alcalina del bencilglucosinolato (glucotropaeolina) se produce 
fenilglicina, tioglucosa y sulfato además de otros productos que incluyen  benzaldehído, 
cianuro de bencilo y tiocianato. La reacción de los glucosinolatos se facilita por una alta 
acidez del hidrógeno en el C-2 en la aglicona, pero glucosinolatos diferentes a alil y 
bencilGsl pueden también producir α-aminoácidos en bases, aunque solo a elevada 
temperatura. El esquema general de la reacción se muestra en la figura 4 (Friis, et al., 
1977). 
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Figura 4. Esquema general de la reacción de los glucosinolatos con hidróxido. 
adaptado de (Friis, et al., 1977). 
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El  ión ferricianuro es tanto cromogénico como electro-activo por lo que se puede 
seguir  por métodos espectrofotométricos o electroquímicos. Teniendo en cuenta que 
la tioglucosa posee la capacidad de reducir al ión ferricianuro es posible la 
determinación de glucosinolatos totales posterior al tratamiento alcalino de estos, (ver 
figura 5). Espectrofotométricamente esta reacción puede seguirse por la disminución 
de la absorbancia a 420 nm  (Jezek, et al., 1999). 
 
         
           
                               
   
Figura 5. Reacción entre el ferricianuro y la tioglucosa. Tomado de(Jezek, et al., 
1999). 
  
La determinación de glucosinolatos aislados se puede realizar en un único paso por 
incubación en solución alcalina y ferricianuro; sin embargo, esto se puede usar de 
manera limitada en soluciones complejas por lo que se sugiere que la degradación y la 
detección se hagan de manera separada (Jezek, et al., 1999; H. P. S. Makkar, 
Aderibigbe, & Becker, 1998). 
  
El ferricianuro reacciona con un amplio número de productos de plantas aparte de la 
glucosa y los glucosinolatos, entre los que se encuentran compuestos fenólicos 
oxidables tales como taninos, sinapina, ácidos fenólicos, los cuales representan una 
seria interferencia en el procedimiento ya que compiten con la 1-tioglucosa en la 
reducción de ferricianuro y oscurecen el pico del ferricianuro a 420 nm por un efecto de 
absorbancia de fondo generado por los productos de oxidación. De modo similar, la 
presencia de proteínas hace que los extractos sean opacos; sin embargo, las proteínas 
podrían ser removidas por precipitación con acetatos de plomo y bario, mientras que la 
interferencia con fenólicos se puede eliminar por la absorción con 
polivinilpolipirrolidona. Las muestras preparadas de esta manera proporcionan un 
espectro de absorción que facilita la determinación cuantitativa del contenido total de 
glucosinolatos cuando se usa ferricianuro en el procedimiento. 
 
Este es un método directo que no requiere el uso de equipos sofisticados, ni largos 
periodos de incubación cuya estequiometria es 1:1 para todos los glucosinolatos. 
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1.2. El cubio (Tropaeolum tuberosum) 
 
Mashua o cubio (Tropaeolum tuberosum) (Figura 6) es un tubérculo andino cultivado 
por siglos en Perú, Bolivia, Ecuador, Venezuela y Colombia. Actualmente se cultiva en 
Nueva Zelanda y el pacífico nororiental para evaluar su potencial de cultivo a nivel 
mundial (Chirinos, Rogez, Campos, Pedreschi, & Larondelle, 2007). Está adaptado a 
las altitudes andinas, bajas temperaturas, altos rangos de temperatura diurna y es 
altamente productivo aún con bajos niveles de fertilización (Grau, Ortega, Nieto, & 
Hermann, 2003).  
 
 
La diversidad del cubio se encuentra en el color del tubérculo, forma, características de 
las yemas y color de la pulpa. La piel de los tubérculos varía desde el blanco hasta el 
violeta-púrpura muy oscuro, pasando por el amarillo, naranja, rojo y rosado; además 
puede ser de un solo tono o presentar manchas y rayas contrastantes con el ápice o 
bajo los ojos (Piñeros Niño & Ñústez López, 2004). Este cultivo andino está listo para 
cultivarse en 6-8 meses y los campesinos a menudo lo siembran de acuerdo con las 
necesidades, dejando los tubérculos en el campo por varias semanas después del 
tiempo normal de cosecha. El cubio es un cultivo valioso debido a su resistencia a 
muchos insectos, nemátodos, hongos y otros patógenos. 
 
 
Para el cubio se han descrito dos subespecies, la especie cultivada Tropaeolum 
tuberosum subespecie tuberosum y la silvestre Tropaeolum tuberosum subespecie 
silvestre, las cuales se distinguen por el tipo de glucosinolatos que presentan p-
metoxibencilGsl para la primera, y bencilglucosinolato, 2-butilGsl y 2-propilGsl para la 
segunda (Johns & Neil Towers, 1981). 
  
 
El valor nutricional del cubio es alto,  100 g de tubérculo seco pueden contener 14-16g 
de proteínas, casi 80 g de carbohidratos y alrededor de 75 mg de vitamina C (Grau, et 
al., 2003).  Este ha sido tradicional y extensamente usado en la medicina étnica de la 
región andina y su domesticación pudo estar relacionada con su importancia como 
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agente medicinal. Los pobladores de las zonas andinas lo consumen debido a sus 
efectos relacionados con la mejoría en enfermedades del hígado y riñón, eczemas de 
la piel y desórdenes de la próstata.  Estudios recientes han indicado que el cubio posee 
un alto contenido de compuestos fenólicos y antocianinas (Chirinos et al, 2008). Se ha 
encontrado también que los extractos de cubio inducen la supresión, dependiente de la 
concentración, de la proliferación de células de carcinoma de la próstata humana 
DU145 y células de melanoma murino B16F10. Las propiedades promotoras de la 
salud pueden estar asociadas con los glucosinolatos y los compuestos fenólicos que 
contienen (Chirinos et al., 2006). 
 
 
Figura 6. El cubio (Tropaeolum tuberosum) 
 
 
Algunos estudios han mostrado que los genotipos morados de la mashua tienen un alto 
contenido de compuestos fenólicos, comparables con aquellos encontrados en fuentes 
consideradas como antioxidantes. Además, los tubérculos morados presentan 
actividad antioxidante 10 veces mayor que los genotipos amarillos (Chirinos, Campos, 
Warnier, et al., 2008). 
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 Tabla 3. Estructura y tipo de los glucosinolatos encontrados en la familia 
Tropaeolaceae (Fahey, et al., 2001). 
Glucosinolato Nombre común Tipo Estructura 
Bencil Glucotropaeolina G 
 
Etil Glucolepidiina B 
 
4-Hidroxibencil Glucosinalbina G 
 
2-Hidroxi-2-metilpropil Glucoconringiina E 
 
4-Metoxibencil Glucoaubrietina G 
 
1-Metiletil Glucoputranjivina C 
 
1-Metilpropil Glucococleorina C 
 
2-Metilpropil glucorafenina C 
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Según Fahey, et al., (2001), dentro de la familia Tropaeolaceae se  pueden encontrar 8 
glucosinolatos cuyas estructuras se muestran en la Tabla 3. Complementariamente, 
Ramallo et al., (2004), reportan la presencia de p-metoxibencilglucosinolato cómo único 
glucosinolato presente en cubio y, Ortega, Kliebenstein, Arbizu, Ortega, & Quiros, 
(2006), reportan la presencia de tres glucosinolatos: 4-hidroxibencilGsl 
(Glucosinalbina), bencilGsl (Glucotropaeolina),  m-metoxibencilGsl (Glucolimnatina). 
 
 
1.3. La papa (Solanum tuberosum) 
 
La papa es una planta originaria de los Andes suramericanos, cuya producción 
comercial en Colombia se concentra en ecosistemas de clima frío, entre los 2.000 y 
3.500 m.s.n.m. Aunque los sistemas de información sobre el sector agropecuario son 
deficientes, se estima que el área sembrada de papa en Colombia es de 160.000 
hectáreas, con un rendimiento promedio de 18 toneladas por hectárea y una 
producción total anual cercana a 2.900.000 toneladas (Fedepapa, 2004). 
  
 
El cultivo de la papa en nuestro país, se encuentra disperso en unos 250 municipios 
con predominio de agricultores minifundistas quienes, en general, tienen un limitado 
acceso a los factores de producción, servicios públicos, educación, salud, asistencia 
técnica agrícola, obras de infraestructura y recreación. Además, es una destacada 
fuente de empleo rural, ya que genera alrededor de 20 millones de jornales al año, 
vincula a más de 110.000 familias en forma directa, y contribuye de forma indirecta a 
otros sectores de la red de producción y distribución de insumos, empaques, transporte 
terrestre, maquinaria, semillas, generación de valor agregado, procesamiento y 
comercialización (Fedepapa, 2004). 
 
 
Los departamentos de Cundinamarca, Boyacá, Nariño y Antioquia generan el 90% de 
la producción total nacional y el 89% del área cultivada; el restante se distribuye en las 
zonas altas e intermedias de los departamentos de Caldas, Cauca, Norte de 
Santander, Quindío, Santander y Tolima. Existen también pequeños reductos con 
siembras aisladas de papa no permanentes y ocasionales en la Sierra Nevada de 
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Santa Marta y algunas estribaciones de los departamentos de Huila, Risaralda y 
Putumayo (ver figura 7). Según registros del Departamento Técnico de FEDEPAPA, los 
costos promedio de producción por hectárea del cultivo de papa para los 
departamentos de Cundinamarca y Boyacá ascendieron a $9.544.510 (US$ 3.400) en 
el primer semestre de 2003. Los rubros de mayor importancia son fertilización, abonos 
orgánicos y correctivos con un 21.16%; mano de obra con 19.18%: plaguicidas con 
14.49% y semilla con 11.67% (Fedepapa, 2004). 
 
 
Figura 7. Zonas productoras de papa en Colombia. Fuente: Revista Papa, 1997. 
 
El sistema productivo tradicional predomina en cerca de 90% de los  casos, mientras 
que tan sólo el 10% adelanta el cultivo y sus actividades complementarias, con 
tecnología más avanzada. En la tecnología tradicional prevalecen los preceptos 
heredados como el uso intensivo de fertilizantes, plaguicidas, maquinaria y, en general, 
de los factores productivos, dirigidos a asegurar altos rendimientos de los cultivos, sin 
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considerar el uso racional de los recursos naturales y la sostenibilidad del medio 
ambiente (Fedepapa, 2004). 
 
Tabla 4. Principales enfermedades del cultivo de la papa en Colombia. 
 Hongo Bacteria Virus 
Gota o tizón tardío 
Phytoptora infectans 
Pata negra 
Erwinia carotovora  
f sp. carotovora 
Virus del enrollamiento   
de las hojas (PLVR) Tizón temprano 
Alternaria solani 
Roya común 
Puccinia piTtieriana 
Mosaico suave (PVX) 
Cenicilla 
Erysiphe cichoracearum 
Dormidera 
Ralstonia solanacearum 
Rhizoctaniasis 
Rhizoctonia solani Virus S 
(PVS) Mortaja Blanca o palomillo 
Rosellinia sp. 
Roña polvosa 
Spongospora subterranea 
Sarna común 
Streptomyces scabies 
Virus amarillamiento  
de las venas (PYW) 
 
Marchitez temprana 
Verticillium albo-atrum 
Mop-Top (PMVT) 
Podredumbre 
Fusarium sp. 
Fuente: FEDEPAPA, 2004 
 
En el cultivo de papa se presentan ataques de plagas y enfermedades que obligan a 
los agricultores a realizar labores de prevención, manejo y control, acordes con la 
disponibilidad de recursos técnicos y financieros. La incidencia y nivel de daño de 
dichos organismos fitopatógenos depende de las condiciones ambientales, la 
susceptibilidad de las variedades, la presencia de focos de infección, la calidad de la 
semilla y la continua presencia de cultivos en diferentes etapas de desarrollo, a manera 
de monocultivo. 
24        Análisis y comparación de los glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio (Tropaeolum 
tuberosum) para evaluar su uso potencial en el control del patógeno de la papa Spongospora subterranea 
 
 
 
 
Las enfermedades (Tabla 4) que representan pérdidas económicas en el cultivo se 
pueden dividir en patógenos que atacan el follaje como Gota de la Papa, Roya y Mildeo 
polvoso, y en hongos que disminuyen la calidad del tubérculo y están presentes en el 
suelo o son transmisibles por semilla como Rizoctoniasis, Roña o sarna polvosa de la 
papa y Mortaja Blanca. Se encuentran, además, algunas bacterias que afectan 
diferentes partes de la planta, como Patanegra, Pudrición Blanda y Marchitez 
Bacteriana. Los patógenos de la papa presentes en el suelo, generalmente se 
controlan a través del tratamiento de la semilla y mediante la aplicación de productos 
fitosanitarios en la etapa vegetativa del cultivo, especialmente en las épocas de 
siembra, desyerbe y aporque (Fedepapa, 2004). 
 
1.3.1. La sarna o roña polvosa 
 
La sarna polvosa es una enfermedad cuya sintomatología ha sido estudiada 
principalmente en los tubérculos, en los cuales predominan las pústulas abiertas, de 
forma generalmente circular, con los bordes algo sobre-elevados y la peridermis 
desgarrada y desprendida, quedando levantada, y con frecuencia enrollada hacia el 
margen de la lesión. En la parte central de ésta última queda expuesto un contenido 
pulverulento de color pardo rojizo a pardo oscuro constituido por las fructificaciones del 
agente causal y el resto de los tejidos afectados. Estas pústulas, con frecuencia 
numerosas, otorgan aspecto harapiento a la piel del tubérculo. El diámetro de las 
lesiones puede oscilar entre 0,5 y 4 mm. La sintomatología descrita obedece a la 
formación de un tejido cicatrizal de defensa por parte de la planta, que limita la 
colonización del patógeno a los tejidos adyacentes. Pero en condiciones de excesiva 
humedad, este tejido defensivo fracasa en la contención del patógeno. La formación de 
grandes áreas con cavidades y verrugas constituye la forma ulcerosa de la enfermedad 
(ver figura 8).  Generalmente, no se presentan indicios de la enfermedad en la parte 
aérea de la planta.  En las raíces de la planta se pueden formar agallas de hasta 
15mm, cuyo color es muy similar al de la raíz, en el momento de la aparición, pero a 
medida que éstas se van desintegrando, el color se oscurece rápidamente (figura 9). 
 
Para prevenir la enfermedad se recomienda emplear variedades resistentes (ICA 
Puracé), semilla certificada o libre de la enfermedad, rotación de cultivos, siembra en 
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suelos arenosos y evitar abonar con estiércol proveniente de ganado alimentado con 
papas enfermas. 
 
 
 
Figura 8. Tubérculo de papa infectado con Spongospora subterranea. (Redepapa, 
1997). 
 
 
 
Figura 9. Raíz de papa infectada con sarna polvosa (Redepapa, 1996). 
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2. Metodología 
 
En la figura 10 se presenta el esquema general de la metodología seguida en el 
desarrollo de este trabajo. 
 
 
Figura 10. Esquema general de la metodología experimental (1).  
                                            
1
 CCD: Cromatografía en capa fina, CLAE: Cromatografía líquida de alta 
eficiencia; Gsl: Glucosinolatos. 
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2.1. Material vegetal 
 
El material vegetal consistió en tubérculos de 65 accesiones de cubios de la colección 
de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Colombia, rotuladas como Tt1 hasta 
Tt70, donde faltan las accesiones Tt32, Tt34, Tt35, Tt39 y Tt49. Dichos tubérculos 
fueron cultivados bajo condiciones de invernadero en la finca San Jorge, en el 
municipio de Soacha, Cundinamarca, a una temperatura promedio de 11,5 °C y 2400 
msnm. Los cubios frescos se lavaron, secaron y sumergieron en agua hirviendo por 2 
minutos para inactivar la enzima mirosinasa. Luego se congelaron a -70°C, se 
liofilizaron, se trituraron y se almacenaron debidamente rotulados a -20°C hasta su uso.  
 
 
La colección de cubio estudiada hace parte de las especies de tubérculo y raíces 
andinas recolectadas por la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá, las cuales se han identificado como cultivos tradicionales 
asociados al cultivo de la papa. Esta colección consta de 70 accesiones recolectadas 
en diferentes fincas campesinas de los  municipios de los departamentos de 
Cundinamarca y Boyacá (Piñeros Niño & Ñústez López, 2004). 
 
 
2.1.1. Clasificación física  del cubio 
 
 
La clasificación física del cubio se basó en las características del tubérculo descritas en 
la Tabla 5 y en la figura 11.  
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Tabla 5. Descriptores empleados para la clasificación de los tubérculos de cubio 
empleados en este estudio. 
Descriptor Opciones 
Color predominante de 
la piel 
Blanco, amarillo claro, amarillo, amarillo oscuro, anaranjado, 
morado oscuro 
Color secundario de la 
piel 
Ausente, rosado, púrpura, morado, morado oscuro 
Distribución del color 
secundario de la piel 
Ápice, debajo del ápice, ojos, ápice y ojos, todo el tubérculo, 
anillo, anillo parcial. 
Formas de coloración 
secundaria 
Ausentes, jaspes, bandas, bandas en ojos, bandas en ojos y 
puntos, bandas en ojos y jaspes, bandas y jaspes, 
igualmente distribuidos, puntos, manchas 
Tomado de (Piñeros Niño & Ñústez López, 2004).  
 
 
Figura 11. Formas de coloración secundaria de los tubérculos de cubio (Piñeros 
Niño & Ñústez López, 2004). 
 
2.2. Reactivos 
 
Los reactivos empleados fueron grado analítico de la casa comercial Panreac® para el 
análisis por cromatografía en capa fina y por espectrofotometría y grado CLAE 
Jaspes Puntos
Mancha
s
Bandas
Bandas 
y 
puntos
Ninguna
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(Merck®) para el análisis por dicha técnica. Los estándares de sinigrina, 
glucotropaeolina y gluconasturtiina se obtuvieron de Bioengineering (Aps, Denmark). 
 
2.3. Suelo 
 
El suelo empleado en el ensayo biológico fue colectado manualmente el 26 de julio de 
2010 en la vereda Páramo Guerrero del municipio de Zipaquirá, departamento de 
Cundinamarca, reportados con historia de presencia del patógeno Spongospora 
subterranea.  
 
2.4.  Extracción de los glucosinolatos presentes en 
cubio 
 
El método empleado para la extracción de los glucosinolatos se basó inicialmente en la 
norma ISO 9167 de 1992, y fue modificado de acuerdo con las condiciones 
seleccionadas en este trabajo, al realizar la puesta a punto del método. Describiendo 
brevemente, 5 mL de metanol al 70% en ebullición se adicionaron a 500 mg de cubio 
liofilizado y se dejaron en un baño a 70°C por 5 minutos, agitando esporádicamente, 
después de lo cual se centrifugó a 9000 rpm por 5 minutos. Se retiró el sobrenadante y 
sobre el sólido se repitió el proceso. Luego, los sobrenadantes se mezclaron y se 
llevaron a sequedad en rota-evaporador a 40°C. Posteriormente fueron reconstituidos 
en 2 mL de agua. Los extractos así obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su uso. 
Para poner a punto el método de extracción de los glucosinolatos presentes en el cubio 
se evaluaron los siguientes factores, empleando un diseño experimental escalonado, 
con los niveles reportados en la Tabla 6 (Bennett, Rosa, Mellon, & Kroon, 2006; 
Botting, et al., 2002; Dini, Tenore, & Dini, 2002; Rochfort, Caridi, Stinton, Trenerry, & 
Jones, 2006; Trenerry, et al., 2006): 
 Solvente de extracción 
 Relación biomasa de cubio liofilizado:  volumen de solvente de extracción 
 Tiempo de extracción 
 Temperatura 
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Tabla 6. Parámetros y niveles evaluados en la puesta a punto del método de 
extracción de glucosinolatos de cubio. 
Solvente de 
extracción 
Relación cubio:  
Solvente de 
extracción (p/V)2 
Tiempo de extracción        
(min) 
Temperatura 
(ºC) 
Metanol 1:10 5 40 
Metanol al 70% 
1:15 10 50 
1:20 15 60 
Agua 1:25 20 70 
 Todos los ensayos se realizaron por duplicado.  
 
Una vez se pusieron a punto las condiciones, se realizó la extracción de los 
glucosinolatos presentes en las 65 accesiones de cubio, por duplicado. 
 
 
2.5. Análisis de los glucosinolatos por cromatografía 
en capa fina (CCD) 
 
 
Los extractos obtenidos al emplear las condiciones puestas a punto según el numeral 
2.4 se evaluaron mediante cromatografía en capa fina, usando placas de Sílica gel 60 
F254 de 0,1 mm de espesor (Merck®). Para poner a punto el método por CCD se 
empleó un diseño experimental escalonado, en el que se evaluaron los parámetros: 
sistema de solventes, método de detección y volumen de extracto aplicado, en el cual 
se siguió el orden en que se enunciaron los parámetros. Los niveles evaluados se 
encuentran consignados en la Tabla 7 (Dini, et al., 2002; Matsuo, 1970). Una vez 
determinado sistema cromatográfico que dio los mejores resultados, se realizó la 
separación de los compuestos presentes en cada uno de los extractos, empleando 
sinigrina, glucotropaeolina y gluconasturtiina como patrones. 
 
 
                                            
2
 Relación biomasa de cubio liofilizado: volumen de solvente de extracción 
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Tabla 7. Parámetros y niveles a evaluar en la puesta a punto del análisis 
cromatográfico por cromatografía en capa fina. 
Sistema de solventes 
Método  
de detección 
Volumen  
aplicado 
(µL) 
Metiletilcetona-etanol-agua (9:1:2) 
UV 254 nm. 
1 
Acetona-cloroformo-etanol-agua 
(6:1:1:1) 
2 
n-propanol-acetato de etilo-
agua(7:1:2) Hexacianoferrato de potasio-
Cloruro férrico 
3 
n-butanol-n-propanol-ácido acético-
agua(3:1:1:1) 
4 
n-butanol-n-propanol-ácido acético-
agua (3:1:1:2) 
Difenilamina-anilina 
5 
n-butanol-ácido acético-agua 
(60:15:25) 
6 
 
2.5.1. Análisis densitométrico 
 
Sobre cada uno de los perfiles cromatográficos obtenidos por CCD se realizó un 
análisis por densitometría para determinar semi-cuantitativamente el contenido de 
glucosinolatos en cada uno de los extractos, para ello se empleó el programa Image J 
1.43u.  
 
2.5.2. Sistemas de detección 
 
Para la detección de los compuestos presentes en el extracto de cubio, se ensayaron 
tres formas de revelado como luz ultravioleta de onda corta (254 nm), hexacianoferrato 
de potasio-cloruro férrico (para glucosinolatos)  y el revelador para carbohidratos 
difenilamina-anilina. 
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Para la detección de los Gsl con el revelador para este tipo de compuestos,  las placas 
se rociaron con ácido tricloroacético al 25% en cloroformo y se llevaron a la estufa a 
110°C por 10 minutos. Posteriormente se trataron con una mezcla 1:1 de 
hexacianoferrato (III) de potasio al 1% y cloruro de hierro (III) al 5%. Los glucosinolatos 
se detectaron como manchas azules al visible (Wagner & Bladt, 1996) Para la 
detección de carbohidratos, el revelado se realizó pulverizando las placas con una 
solución que contenía 0,5 g de difenilamina y 0,5 mL de anilina disueltos en 50 mL de 
acetona y 8 mL de ácido ortofosfórico. Posteriormente las placas se llevaron a la estufa 
a 110 °C por 15 minutos. Los compuestos se detectaron como manchas de color azul 
(Waksmundzka-Hajnos, Sherma, & Kowalska, 2007).  
 
 
2.6. Ensayos para la limpieza de los extractos 
obtenidos 
 
Todos los métodos de limpieza de los extractos fueron realizados con el extracto 
obtenido a partir de la accesión Tt59 porque ésta era la que presentaba la coloración 
morada más intensa. 
 
2.6.1. Uso de columna de intercambio iónico de DEAE-Celulosa 
 
2 mL de extracto se mezclaron con acetato de zinc (ZnAcO) 1M, en relación 50:1 para 
precipitar las proteínas y luego se centrifugaron a 13000 rpm por 2 minutos a 
temperatura ambiente . El sobrenadante se adicionó a una columna de intercambio 
iónico débil de DEAE celulosa (15 cm x 15 mm), previamente equilibrada con buffer 
acetato pH 5,6. La columna se lavó con 40 mL de agua desionizada y se eluyó con 20 
mL de K2SO4 0,1 M. El lavado y el eluido se llevaron a sequedad  en rota-evaporador a 
70°C. El lavado se resuspendió en agua, mientras que sobre el eluido se realizó la 
extracción de los glucosinolatos agregando metanol (Dini, et al., 2002). 
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2.6.2. Extracción en fase sólida usando la combinación de 
cartuchos RP-18 y cartuchos de intercambio aniónico débil  
(aminopropil) 
 
Un cartucho RP-18  (LiChrolut, Merck) de 500 mg se activó con 3 mL de metanol y se 
lavó  con 3 mL de agua. Un cartucho aminopropil (Resprep) de 500 mg se activó con 3 
mL de metanol y se lavó con 3 mL de ácido acético al 1%. Los cartuchos previamente 
activados se conectaron en serie, colocando el cartucho RP-18 en la parte superior. Se 
aplicó 1 mL de extracto, gota a gota. Los cartuchos se lavaron con 3 mL de agua 
desionizada. El cartucho RP-18 se retiró y se eluyó con 1 mL de metanol. El cartucho 
amino se lavó con 3 mL de metanol y los glucosinolatos se eluyeron con 5 mL de 
hidróxido de amonio al 2% en metanol recién preparado. El lavado se concentró en 
rota-evaporador a 70 °C y el eluido se concentró bajo corriente de nitrógeno, los 
productos secos se re-suspendieron en 500 µL de agua (Rochfort, et al., 2006; 
Trenerry, et al., 2006). 
 
2.6.3. Extracción en fase sólida usando cartuchos RP-18 
 
Un cartucho RP-18  (Merck) de 500 mg se activó con 3 mL de metanol y se lavó con 3 
mL de agua. 1 mL de extracto se cargó gota a gota. El cartucho se lavó con 3 mL de 
agua y se eluyó con 1 mL de metanol. El lavado y el eluido se concentraron bajo 
presión a 70 °C y a 40 °C, respectivamente, y se re-suspendieron en 500 µL de agua 
(Chirinos, et al., 2006). 
  
 
2.6.4. Extracción en fase sólida usando cartuchos de 
intercambio iónico fuerte (SAX) 
 
Un cartucho de intercambio iónico fuerte, Hypersep SAX, de 500 mg se activó con 1 
mL de metanol, se lavó con 1 mL de agua y con 1 mL de acetonitrilo. 500 µL de 
extracto se mezclaron con 500 µl de acetonitrilo y se cargaron gota a gota, se lavaron 
con 2 mL de agua y se eluyó con 2,5 mL de ácido fórmico al 1% en acetonitrilo. El 
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lavado y el eluido fueron concentrados a baja presión a 40°C y re-suspendido en 500 
µL de agua-metanol (1:1). 
 
2.6.5. Limpieza del extracto usado PVPP 
 
Se tomaron aproximadamente 38,5 mg de extracto liofilizado, se adicionaron 700 µL de 
buffer acetato 0,2 M, pH 4,2 y 100 µL de acetato de plomo y bario 0,5 M. La mezcla se 
agitó vigorosamente en vortex. Se adicionaron 49,0 mg de polivinilpolipirrolidona 
(PVPP) y se incubó a temperatura ambiente, con agitación, por 15 minutos. Después 
se agregaron 100 µL de sulfato de sodio 2 M y se centrifugó a 13000 rpm por 5 
minutos a temperatura ambiente (Jezek, et al., 1999). 
 
 
2.7. Análisis espectrofotométrico de los glucosinolatos 
presentes en cubio por reducción del ión ferricianuro 
 
0,2 mL de extracto tratado con PVPP se mezclaron con 0,2 mL de hidróxido de sodio 
2M y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. A la mezcla se adicionaron 31,0 
µL de ácido clorhídrico concentrado y se centrifugó a 4000 g por 10 minutos. Para la 
determinación espectrofotométrica se tomaron 100 µL de sobrenadante y se mezclaron 
con 100 µL de solución de ferricianuro 2mM en buffer fosfato 0,2 M pH 7.0. Finalmente 
se midió la absorbancia de la solución a 420 nm antes de 15 s usando buffer fosfato 
0,2 M pH 7,0 como blanco (H. Makkar, Siddhujaru, & Becker, 2007). Adicionalmente, 
se realizó la medida del blanco de muestra para lo cual se tomaron 100 µL de extracto 
hidrolizado y 100 µL de buffer fosfato 0,2 M, pH 7,0.  Para la construcción de la curva 
de calibración se utilizó el patrón sinigrina 5,60x10-3 M y se hicieron diluciones 
empleando 0, 2, 5, 10, 15, 20 y 30 µL de solución. Las medidas se hicieron sobre cada 
réplica. La determinación de glucosinolatos totales también se realizó en extractos de 
semillas de canola (Brassica campestris)  y de mostaza (Brassica juncea) obtenidos de 
la misma manera que en el caso del cubio.  La existencia de diferencias significativas 
en el contenido de glucosinolatos presentado por las accesiones estudiadas, se evaluó 
por ANOVA mediante el uso del programa Statgraphics  Centurion XVI, versión 
16.1.11.  
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2.8. Análisis cromatográfico de los glucosinolatos por 
CLAE 
 
Para el análisis por CLAE se seleccionaron aquellas accesiones que, de acuerdo con 
el método espectrofométrico del ferricianuro (numeral 2.7), presentaron los niveles más 
altos de glucosinolatos totales, y algunas seleccionadas al azar para efectos de 
comparar los resultados obtenidos. Los análisis se realizaron en un equipo para CLAE 
Shimadzu Modelo LC-20AT Prominence con detector ultravioleta modelo SPD-2AA 
Prominence, usando una columna de fase reversa Luna C18 5u de Phenomenex (4,6 
x250 mm).  Los solventes empleados para la separación de los glucosinolatos fueron: 
ácido trifluoroacético al 0,01% (A) y metanol (B) grado CLAE. El gradiente fue 0-7 min 
100% A, 7-12 min 60% A, 12-20 min 20% A, 20-30 min 0% A, 30-40 minutos 100% A. 
La columna fue mantenida a temperatura ambiente. El flujo de la fase móvil fue de 0,8 
mL/min. La detección de los glucosinolatos se realizó a 229 nm. La capacidad de 
separación de glucosinolatos fue verificada inyectando una mezcla de patrones que 
contenía sinigrina, gluconasturtiina y glucotropaeolina. El análisis del contenido de 
glucosinolatos se realizó empleando glucotropaeolina como patrón y construyendo una 
curva de calibración con los puntos 0, 0,5; 1,0; 2,0 mg/mL.  Los ensayos se realizaron 
por duplicado. 
 
2.9. Ensayo biológico 
 
El ensayo biológico para evaluar en forma preliminar la posible capacidad biofumigante 
del cubio se realizó en la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Bogotá, en el grupo de investigación Fitopatología de la papa. Para el 
desarrollo del mismo se emplearon aquellas accesiones que presentaron alto, medio y 
bajo contenido de glucosinolatos de acuerdo con el análisis por el método del 
ferrocianuro, además de liofilizados de canola y mostaza. El estudio se desarrolló en 
tres ensayos distanciados entre sí en 8 días. Para esto, se emplearon 13 tratamientos 
en los cuales se incluyeron 10 accesiones de cubio, un testigo  y dos controles 
positivos, canola y mostaza, salvo para el ensayo uno en el cual no se incluyeron estos 
últimos, en cada tratamiento se hicieron 5 repeticiones (Tabla 8).  
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En cada tratamiento se emplearon 1500 g de suelo, a los cuales se les adicionaron 
0,75 g de liofilizado de cubio, canola o mostaza, según el caso. Esta mezcla se 
homogenizó, se dividió en 5 porciones de 300 g y colocó en materas # 12, las cuales 
se cubrieron con tapas plásticas para reducir la pérdida de los productos volátiles de la 
degradación de los glucosinolatos; se colocaron aleatoriamente en el invernado, 
proporcionando la distribución que se muestra en las Tablas 9, 10 y 11.  Luego de 8 
días de reposo, en cada matera, se sembró un tubérculo de papa criolla. Para abonar 
las plantas, a los 30 días se agregaron 5 g de fertilizante 15-15-15. Finalmente, se 
realizó la evaluación de los síntomas en las raíces, la cual fue llevada a cabo 60 días 
después de la siembra. Una vez cosechadas  las plantas, se eliminó el suelo mediante 
un lavado cuidadoso para evitar la pérdida de agallas. Posteriormente, las raíces 
limpias se colocaron en bolsas plásticas y se dejaron en reposo por 2 días, en cuarto 
frío. Finalmente, se realizó el conteo de las  agallas presentes en la raíces y se 
determinó la longitud de las raíces y de los tallos y el número de estos últimos.  
 
Tabla 8. Descripción de los tratamientos empleados para la evaluación del efecto 
de los glucosinolatos en el número de agallas producidas por Spongospora 
subterranea en raíces de papa criolla. 
Tratamiento Accesión 
1 Tt5 
2 Tt11 
3 Tt19 
4 Tt29 
5 Tt30 
6 Tt62 
7 Tt64 
8 Tt66 
9 Tt67 
10 Tt69 
11 Canola 
12 Mostaza 
13 Testigo 
En el ensayo 1 realizado el 20 de agosto de 2010, el tratamiento 11 correspondió al 
testigo absoluto (suelo muestreado). 
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Tabla 9. Plano de siembra de los tratamientos empleados en el ensayo 1 de la 
evaluación del efecto del contenido de glucosinolatos de cubio en la reducción 
de la infección por Spongospora subterranea en papa “Criolla Colombia”. 
Realizado el 20 de Agosto de 2010. 
T1 T3 T8 T5 T6 T7 T8 T4 T10 T8 T11 T10 
T4 T8 T1 T8 T11 T1 T5 T8 T6 T11 T2 T3 
T7 T10 T2 T1 T2 T5 T10 T6 T3 T7 T4 T8 
T5 T2 T4 T7 T9 T8 T3 T10 T11 T8 T1 T6 
 
Tabla 10. Plano de siembra de los tratamientos empleados en el ensayo 2 de la 
evaluación del efecto del contenido de glucosinolatos de cubio en la reducción 
de la infección por Spongospora subterranea en papa “Criolla Colombia”.  
Realizado el 27 de Agosto de 2010. 
T13 T3 T12 T5 T9 T11 T8 T10 T6 T4 T5 T2 T13 T7 T8 T3 T6 
T9 T4 T1 T8 T13 T1 T2 T4 T9 T12 T7 T10 T6 T1 T11 T9 
 
T6 T11 T7 T4 T3 T12 T5 T13 T8 T1 T11 T3 T9 T4 T10 T5 
 
T5 T2 T10 T13 T2 T7 T12 T6 T11 T10 T1 T8 T2 T12 T3 T7 
 
 
Tabla 11. Plano de siembra de los tratamientos empleados en el ensayo 3 de la 
evaluación del efecto del contenido de glucosinolatos de cubio en la  reducción 
de la infección por Spongospora subterranea en papa “Criolla Colombia”. 
Realizado el 3 de Septiembre 2010. 
T9 T5 T2 T7 T4 T10 T1 T13 T6 T3 T12 T5 12 T4 T8 T11 
T2 
T2 T6 T11 T12 T1 T8 T5 T3 T9 T7 T4 T1 T1 T10 T13 T5 
T7 T10 T8 T3 T8 T6 T13 T11 T1 T10 T9 T6 T12 T7 T2 T12 
T9 
T4 T1 T6 T13 T11 T3 T7 T8 T5 T1 T2 T13 T3 T9 T10 T4 
 
 
  
 
 
3. Resultados y discusión 
 
3.1. Clasificación física de los tubérculos 
 
En el estudio de la variabilidad de las accesiones de la Colección de cubio de la 
Universidad Nacional, realizado en 2004, por Piñeros et al., se determinó que las 
variables más importantes para medir la diversidad en Tropaeolum tuberosum son las 
relacionadas con características fenotípicas del tubérculo, tales como el color principal 
en la piel, el color secundario, la distribución y forma del color secundario de piel. Así 
mismo, se observó que estos presentaron como coloración principal el blanco, amarillo 
(en tonos claros, medios y oscuros), y que en esta colección nacional de cubios se 
destaca la ausencia de la coloración naranja y morado muy oscuro. La evaluación de la 
coloración secundaria por ausencia o presencia con colores rosado, rojizo, morado y 
morado oscuro, así como la distribución y forma de los mismos sobre el tubérculo 
fueron decisivos para la clasificación a priori de la colección (Piñeros Niño & Ñústez 
López, 2004).  
 
En el estudio actual, se tuvieron en cuenta estos aspectos para la agrupación de las 
accesiones tomando como características principales la coloración primaria y la 
secundaria de los tubérculos conformando de esta manera cuatro grupos de 
accesiones: amarillas, moradas, blanco con morado y blanco con rojo, las cuales se 
presentan en las figuras 12, 13, 14 y 15. 
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Figura 12. Accesiones de cubio blanco-morado, agrupadas de acuerdo con la 
coloración  el tubérculo. 
 
Tt1 Tt2 Tt3 Tt4
Tt5 Tt6 Tt11 Tt15
Tt18 Tt21 Tt23 Tt44
Tt46 Tt50 Tt51 Tt52
Tt56 Tt58 Tt60 Tt64
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Figura 13 . Accesiones de cubio blanco-rojo, agrupadas de acuerdo con la 
coloración del tubérculo. 
Tt7 Tt9 Tt12 Tt14
Tt17 Tt20 Tt24 Tt26
Tt27 Tt28 Tt30 Tt38
Tt43 Tt48 Tt54 Tt57
Tt61 Tt62 Tt65 Tt66
Tt69 Tt70
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Figura 14 . Accesiones de cubio amarillas agrupadas de acuerdo con la 
coloración del tubérculo. 
Tt8 Tt10 Tt13 Tt16
Tt19 tt22 Tt29 Tt33
Tt37 Tt40 Tt41 Tt42
Tt45 Tt53 Tt55 Tt63
Tt67 Tt68
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Figura 15. Accesiones de cubio moradas, agrupadas de acuerdo con la 
coloración del tubérculo. 
 
3.2. Extracción de los glucosinolatos presentes en 
cubio 
 
La gran variabilidad y diversidad de plantas donde pueden encontrarse los 
glucosinolatos ha permitido el desarrollo de múltiples métodos de extracción de estos 
compuestos. Por lo tanto, fue necesario evaluar el efecto de la variación de algunos de 
los parámetros como el solvente, la relación cubio-agente de extracción, la temperatura 
y el tiempo de extracción para, de esta manera, poner a punto el método y obtener las 
mejores condiciones para la extracción de los glucosinolatos presentes en tubérculos 
de cubio. Para este ensayo se realizaron extracciones por duplicado y se empleó cubio 
blanco morado adquirido en el mercado local.  
 
Tt25 Tt31 Tt36
Tt47 Tt59
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3.2.1. Selección de condiciones para la extracción de 
glucosinolatos presentes en cubio 
 
La puesta a punto se realizó tomando como referencia las condiciones citadas en la 
norma ISO 9167-1 de 1992, la cual fue propuesta para el análisis de glucosinolatos en 
semillas de brócoli. Por lo tanto, las condiciones iniciales para la extracción fueron 
metanol al 70%, relación cubio: agente de extracción 1:10 (p/V), temperatura de 60 °C 
y tiempo de 5 minutos. 
 
Teniendo en cuenta la complejidad del proceso de análisis de los glucosinolatos 
intactos y la carencia de métodos sencillos y rápidos para la separación y 
cuantificación de éstos, se seleccionó la cromatografía en capa fina como método de 
seguimiento de la puesta a punto del método de extracción, utilizando placas de Sílica 
gel 60 F254 y n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua (3:1:1:2) (Matsuo, 1970), ya 
que este método es de operación sencilla, bajo costo y permite el análisis de varias 
muestras en una misma placa con bajo consumo de solvente (Sherma, 2000). Para la 
detección de los compuestos separados se empleó luz ultravioleta de onda corta (254 
nm). Los parámetros tenidos en cuenta para seleccionar el resultado de la variable en 
estudio fueron el número de manchas, la redondez de las mismas y el porcentaje de 
coeficiente de variación de los valores de Rf. 
 
3.2.1.1. Selección del sistema de solventes 
 
De acuerdo con la literatura, se pueden usar diferentes solventes para la extracción de 
los glucosinolatos; de éstos los más citados son el agua, el metanol y algunas mezclas 
de los dos. Por ende, se evaluaron como solventes el metanol, el agua y la mezcla 
metanol-agua (70:30 v/v) (Barillari et al., 2005; Fahey, et al., 2001; Rochfort, et al., 
2006; Trenerry, et al., 2006) . 
 
Como se observa en la Tabla 12, el número de compuestos separados y visualizados 
por CCD no varía en función del solvente empleado para la extracción. Sin embargo, la 
redondez de las manchas y la reproducibilidad aumentó al combinar los dos solventes. 
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Teniendo en cuenta lo anterior se seleccionó la mezcla metanol agua (70:30 v/v) como 
solvente para la extracción.  
 
Tabla 12. Evaluación del efecto del solvente sobre la extracción de 
glucosinolatos presentes en tubérculos de cubio. 
Solvente Metanol Metanol 70%3 Agua 
Mancha  Rf Prom. CV Rf Prom. CV Rf Prom. CV 
1 0,14* 0,00 0,14* 0,00 0,15* 13,33 
2 0,20** 10,88 0,19 3,12 0,22* 16,21 
3 0,57* 1,02 0,57 0,88 0,58 2,44 
4 0,63* 0,91 0,63 0,79 0,64 0,78 
5 0,84 1,20 0,86 0,68 0,86* 0,67 
*Promedio de tres datos, **Promedio de dos datos, CV: Porcentaje de coeficiente de 
variación 
 
3.2.1.2. Selección de la relación  material vegetal seco - solvente de 
extracción 
 
Tabla 13. Evaluación del efecto de la relación material vegetal seco: solvente 
sobre la extracción de glucosinolatos presentes en tubérculos de cubio. 
Relación. 1 : 10 1 : 15 1 : 20 1 : 25 
Mancha  Rf Prom. CV Rf Prom. CV Rf Prom. CV  Rf Prom. CV 
1 - - 0,14** 5,24 0,11 19,18 0,10 0,00 
2 0,21* 2,71 0,18 2,74 0,18 7,09 0,16 3,17 
3 0,59 2,36 0,59 0,76 0,59 2,14 0,58* 0,97 
4 0,65 0,00 0,65 0,84 0,65 1,90 0,64 0,88 
5 0,92** 1,54 0,91* 1,26 0,92** 1,54 0,92** 2,32 
          *Promedio de tres datos, **Promedio de dos datos, CV: Porcentaje de coeficiente 
de variación 
 
Una vez seleccionado el solvente, se procedió a determinar el efecto de la relación 
cubio seco – solvente de extracción (tabla 13). Se observa que para el caso de la 
                                            
3
 Metanol-Agua (7:3) 
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relación 1:10 (p:V) disminuye el número de compuestos extraídos puesto que ya no se 
observa la mancha que presenta el valor de Rf 0,14; en los demás ensayos el número 
de manchas se mantiene similar. Por otra parte, se observa que la variabilidad  (CV) en 
el Rf de los compuestos separados no presenta una tendencia definida sino que se 
comporta erráticamente, siendo mayor para la relación 1:20 y menor para la relación 
1:15. Del análisis anterior se determinó que la relación a escoger para la extracción de 
glucosinolatos presentes en cubio es 1:15. 
 
3.2.1.3. Selección de la temperatura de extracción 
 
De acuerdo con lo citado por diferentes autores, el rango de temperatura para la 
extracción de los glucosinolatos va desde la temperatura ambiente hasta los 100 °C; 
este está determinado por dos factores importantes que son el punto de ebullición del 
solvente empleado y la temperatura de degradación de los glucosinolatos, que 
depende de la estructura a analizar, ya que algunos como por ejemplo glucorafanina 
(predominante en brócoli), de acuerdo con los estudios de Mohn et al., (2007), se 
degrada a temperaturas cercanas a 65°C, mientras que otros como el 2-propenilGsl o 
el bencilGsl se degradan a temperaturas cercanas a los 200°C (Bones & Rossiter, 
2006). Por lo tanto, no existe consenso con respecto al efecto de la temperatura de 
extracción ya que se han realizado pocos estudios del efecto de ésta sobre la 
extracción y la degradación de los glucosinolatos (Mohn, et al., 2007). 
 
Tabla 14. Evaluación del efecto de la temperatura sobre la extracción de 
glucosinolatos presentes en tubérculos de cubio. 
T (°C) 50 60 70 
Mancha  Rf Prom. CV Rf Prom. CV Rf Prom. CV 
1 0,11 12,86 0,14* 24,74 0,15 7,70 
2 0,20 8,65 0,21* 13,53 0,20* 8,66 
3 0,57 0,87 0,57 1,01 0,58 1,00 
4 0,64* 0,90 0,63 1,60 0,64 0,78 
5 0,84* 1,83 0,84 0,59 0,84* 1,83 
 *Promedio de tres datos, **Promedio de dos datos, CV: Porcentaje de Coeficiente de 
variación 
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Los resultados de la evaluación del efecto de la temperatura se presentan en la Tabla 
14, en la que se observa que el número de compuestos separados se mantiene 
constante aunque ésta se modifique, en el intervalo estudiado. Sin embargo, dado que 
para los extractos obtenidos a 70 °C  se observó mayor intensidad de las manchas y 
los coeficientes de variación fueron menores, se seleccionó esta temperatura para la 
extracción de los glucosinolatos presentes en cubio. 
 
3.2.1.4. Selección del tiempo de extracción 
 
Al evaluar el efecto del tiempo de extracción (tabla 15), no hubo variación en el número 
de compuestos separados; sin embargo, se pudo observar que al incrementar éste 
aumentaba la intensidad de las manchas observadas y, en general, disminuía el 
porcentaje de coeficiente de variación del Rf de los componentes separados. Por lo 
tanto, se eligió el tiempo de 20 minutos para realizar la extracción de los glucosinolatos 
a partir de cubios. 
  
Tabla 15. Evaluación del efecto del tiempo sobre la extracción de glucosinolatos 
presentes en tubérculos de cubio. 
t (min) 5 10 15 20 
Componente Rf Prom. CV Rf Prom. CV Rf Prom. CV Rf Prom. CV 
1 0,14 12,83 0,16 7,99 0,10 12,28 0,14 4,28 
2 0,21 4,88 0,22* 2,59 0,21 5,50 0,21 5,50 
3 0,58 0,00 0,58 0,87 0,58 1,00 0,58 1,00 
4 0,64 1,28 0,64 0,78 0,64 1,57 0,64 0,78 
5 0,85* 1,36 0,84* 0,00 0,83 1,52 0,84 0,60 
*Promedio de tres datos, **Promedio de dos datos, CV: Porcentaje de coeficiente de 
variación 
 
Del análisis anterior se puede concluir que, de los parámetros evaluados, la extracción 
de glucosinolatos en cubio depende de  la selección de la relación cubio- solvente, ya 
que de acuerdo con lo mostrado en este estudio el cambio en la misma tuvo incidencia 
sobre el número de compuestos extraídos. Las condiciones seleccionadas en este 
trabajo para la extracción de glucosinolatos presentes en cubio se resumen en la Tabla 
16.  
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Tabla 16. Resumen de las condiciones seleccionadas para la extracción de 
glucosinolatos presentes en cubio. 
Condición Valor 
Solvente de extracción Metanol al 70% 
Relación cubio-solvente de extracción (p:V) 1:15 
Temperatura 70 °C 
Tiempo 20 minutos 
 
Una vez seleccionadas las condiciones, éstas se usaron para la extracción de los 
glucosinolatos presentes en cada una de las accesiones de cubio, así como para 
semillas de canola y de mostaza. En todos los casos mencionados se realizaron 
extractos por duplicado.  
 
 
3.3.  Puesta a punto del análisis cromatográfico por 
cromatografía en capa delgada (CCD) 
 
En la Tabla 17 se presentan los resultados obtenidos para la separación de los 
compuestos presentes en el extracto de cubio, al variar el sistema de solventes, 
usando placas de Sílica gel F254.  
  
Tabla 17. Comparación del número de componentes separados por CCD al variar 
la fase móvil. 
N° Sistema de solventes Relación 
Componentes separados 
1 2 3 4 5 
I n-propanol-acetato de etilo-agua 7:1:2 NS 
II Acetato de etilo-metanol-agua-ácido acético 3,5:3:1:0,2 NS 
III Acetona-cloroformo-etanol-agua 6:1:1:1 NS 
IV n-butanol-ácido acético-agua 60:15:25 0,15 0,48 0,69   
V n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua 3:1:1:1 0,11 0,27 0,52 0,60 0,88 
VI n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua 3:1:1:2 0,14 0,21 0,57 0,64 0,91 
*NS: No se presenta adecuada separación. 
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Debido al carácter aniónico e hidrofílico de los glucosinolatos se usaron principalmente 
solventes polares como el etanol, el agua y el n-butanol. Adicionalmente, en la mayoría 
de los casos, se empleó el ácido acético como modificador iónico para compensar la 
carga presente sobre los glucosinolatos intactos  (Du, Fang, Gao, Zeng, & Mo, 2008).   
 
El uso de los sistemas de solventes I, II y III, no permitió la separación de los 
componentes presentes en el extracto sino que proporcionó una única mancha 
alargada que se extiende por la placa. Este comportamiento  puede indicar que en el 
caso de los extractos obtenidos a partir de cubio, no hay glucosinolatos alifáticos ya 
que de acuerdo con Matsuo, (1970), el uso de estos sistemas de solventes permite, 
especialmente, la separación de glucosinolatos alifáticos como metilGsl, 2-
hidroxyisopropilGsl y alilGsl. 
 
Al emplear el sistema de solventes IV  se observaron tres manchas; sin embargo, éstas 
presentan forma alargada. Comportamiento que predomina en la mancha de bajo Rf y 
disminuye a medida que éste aumenta, es decir, es menor para la mancha con Rf 0,69. 
Los valores de Rf  de los compuestos separados se reportan en la Tabla 17. 
 
Para los sistemas V y VI, se observó la separación de mínimo 5 compuestos, de los 
cuales los marcados como 1 y 2 (Tabla 17), absorben en la zona del visible 
presentando coloración azulada por lo cual se puede decir que probablemente son 
antocianinas, las cuales, de acuerdo con estudios realizados por Chirinos y 
colaboradores (2006 y 2008) han sido detectadas en tubérculos de cubio. Además, 
estas dos manchas presentaron colas. Los compuestos marcados como 3 y 4 por su 
parte, mostraron adecuada separación y forma de la mancha. Finalmente el  5 
presentó el mayor Rf por lo que debe tratarse del compuesto menos polar de los 
detectados.  
 
Únicamente los sistemas de solventes V y VI (n-butanol-n-propanol-ácido acético-
agua) proporcionaron una adecuada selectividad para las sustancias presentes en los 
extractos analizados, obteniéndose con ambos resultados similares. 
  
De los sistemas empleados los más útiles son, en consecuencia, los sistemas V y VI, 
los cuales proporcionaron cromatogramas en general similares. En este caso, se 
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seleccionó el sistema V, con el que se obtuvo una adecuada separación de los 
componentes presentes en el extracto y se lograron manchas con forma más definida. 
 
En la puesta a punto del análisis por cromatografía en capa delgada, se probaron tres 
modos de revelado diferentes. Se probó el revelado con luz ultravioleta de 254 nm con 
el cual se observaron 5 compuestos como se comentó anteriormente. Se ensayó 
también con el revelador hexacianoferrato de potasio-cloruro férrico, el cual, de 
acuerdo con Wagner et al, (1996), se reporta como específico para glucosinolatos. Sin 
embargo, los ensayos realizados permitieron establecer que este reactivo permite 
visualizar azúcares en general, ya que al realizar el revelado de placas sobre las 
cuales se habían puesto azúcares como xilosa y glucosa, estos se detectaron con las 
mismas características que los glucosinolatos, es decir, por la aparición de una 
tonalidad azul. Por lo tanto, aunque permite la identificación de los compuestos de 
interés no puede considerarse específico para los mismos. Con este se pudieron 
detectar  los compuestos con valor de Rf menor a 0,60 obtenidos al emplear el sistema 
de solventes V, de los cuales el primero presenta forma alargada y abarca dos de las 
manchas que son visualizadas usando la luz ultravioleta. Este comportamiento puede 
darse debido a que en esta zona se encontraron los compuestos tipo antocianina 
propios del tubérculo de cubio. Los dos compuestos siguientes con valores de Rf 0,52 
y 0,60 presentaron manchas redondeadas y bien definidas. Por su parte, el 
componente con Rf de 0,88, no fue detectado empleando este modo de revelado. 
Finalmente, se realizó el revelado empleando difenilamina-anilina pero este reactivo no 
permitió detectar los compuestos de interés probablemente debido a que su 
sensibilidad no resultó adecuada para los niveles de concentración de los metabolitos 
presentes en el extracto (Sherma, 2000). Se decidió usar, en consecuencia, la 
visualización con luz UV (254 nm), puesto que además de permitir la detección del 
mayor número de componentes presentes en extracto, también contribuye a la 
realización del análisis densitométrico dado a que este permitió obtener un mayor 
contraste entre cada uno de los componentes separados y el fondo de la placa, y un 
mayor control de las condiciones bajo las cuales se realizó la digitalización de las 
imágenes, puesto que la luz emitida por la lámpara se mantuvo constante a lo largo de 
dicho procedimiento, lo cual no ocurriría al emplear el revelador de hexacianoferrato de 
potasio-cloruro férrico puesto que con este no se podía garantizar la uniformidad en la 
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dispersión para todas las placas y por ende de la intensidad de las componentes 
detectados. 
 
 
La evaluación del volumen de extracto aplicado a la placa permitió establecer que a 
volúmenes muy bajos como es el caso de 1, 2 y 3 µl no era posible la detección de los 
compuestos presentes en el extracto. Sin embargo, empleando volúmenes mayores o 
iguales a 5 µL la visualización de los componentes fue adecuada, por lo tanto se eligió 
este volumen para las posteriores evaluaciones por CCD. 
 
 
El resumen de las condiciones seleccionadas en la puesta a punto del método por 
cromatografía en capa fina se muestra en la Tabla 18. 
  
Tabla 18. Condiciones seleccionadas a partir de la puesta a punto para el análisis 
de extractos de glucosinolatos de cubios por cromatografía en capa delgada, 
usando placas de Sílica gel F254 de 0,1 mm de espesor. 
 
Condición Valor 
Sistema de solventes n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua (3:1:1:1) 
Visualización UV 254 nm 
Volumen aplicado 5µL 
  
 
3.4. Ensayos para la limpieza de los extractos 
obtenidos 
 
La mayoría de los extractos obtenidos, salvo en el caso de algunas accesiones 
totalmente amarillas, el caso de canola y el de mostaza, presentaron coloraciones 
entre vino tinto traslúcido y morado intenso. La coloración de los extractos fue atribuida 
a la presencia de pigmentos tipo antocianina, los cuales fueron reportados por Chirinos 
en 2008, para tubérculos peruanos de cubio. La presencia de antocianinas en los 
extractos fue verificada haciendo uso de las propiedades de las estructuras de estos 
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compuestos en ambientes acuosos, donde se encuentran como una mezcla de varias 
estructuras, el catión flavilium (un pigmento rojo), la base quinoidal (azul), el carbinol 
(incoloro), y la chalcona (incolora o amarilla), y las cuales predominan dependiendo del 
pH. A pH ácido las antocianinas se encuentran principalmente como catión flavilium 
(color rojo). A medida que el pH aumenta ocurre la desprotonación, por lo que a pH 
neutro predominan las formas quinoidales (color azul) (Figura 16) (Stefańczyk, 
Woźniak, Górski, Skalska-Kamińska, & Wójciak-Kosior, 2008). 
 
 
Una vez establecida la presencia de compuestos de tipo antocianina en los extractos, 
se hizo necesario realizar una búsqueda de diferentes métodos para su separación, ya 
que por ser estos pigmentos de carácter polifenólico son grandes interferentes en los 
estudios cromatográfico y espectrofotométrico. Para esto se emplearon principalmente 
intercambiadores aniónicos, debido al carácter iónico de los glucosinolatos. Estos 
ensayos fueron realizados con el extracto de la accesión Tt59, en el cual se presentó la 
coloración morada más intensa.  
 
 
Figura 16. Variación de la coloración del extracto de glucosinolatos en función 
del pH correspondiente a la accesión Tt59. 
 
 
Los resultados obtenidos al emplear cada uno de los métodos propuestos se 
encuentran resumidos en la Tabla 19. 
 
 
pH 
ácido 
pH básico 
Extracto accesión 
Tt59 
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Tabla 19. Comparación del Rf de los compuestos separados en placas de Sílica 
gel F254 y n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua (3:1:1:2), de la fracción de 
elución al emplear los diferentes métodos ensayados para la limpieza de los 
extractos obtenidos a partir del cubio 
Método de limpieza 
Componentes separados 
1 2 3 4 5 
Columna de intercambio iónico DEAE celulosa 0,63 0,90    
Combinación de cartuchos RP-18 y aminopropil 0,58 0,65    
Cartucho RP-18 0,60 0,67    
Cartucho de intercambio iónico fuerte SAX 0,58 0,88    
Limpieza usando PVPP 0,14 0,21 0,57 0,64 0,91 
   Promedio de dos determinaciones. 
 
3.4.1. Columna de intercambio iónico de DEAE-Celulosa 
 
La limpieza del extracto empleando la columna de intercambio iónico de DEAE 
celulosa, permitió obtener un extracto traslúcido cuyo análisis por cromatografía en 
capa fina reveló la presencia de dos compuestos con Rf 0,63 y 0,90 y la separación 
total de los pigmentos presentes en el extracto de partida con la evidente desaparición 
de las colas típicas que se habían atribuido a este tipo de compuestos. Como se 
esperaba, el uso de intercambiadores permite la eliminación de los pigmentos 
presentes en el extracto; sin embargo, en este caso se presentó una adsorción 
irreversible de los mismos sobre el soporte por lo cual no fue posible su reutilización y 
se trataba de un gran número de muestras a analizar.  
 
3.4.2. Combinación de Cartuchos RP-18 y aminopropil 
 
Como se observa en la Tabla 19, al emplear la combinación de los cartuchos RP-18 y 
amino-propil se presentaron dos manchas cuyos valores de Rf son 0,58 y 0,65. En este 
caso al igual que al emplear el intercambiador DEAE celulosa se separan 
completamente los interferentes. Los resultados obtenidos permitieron establecer que 
este sistema de limpieza resulta adecuado para la separación de las antocianinas 
presentes en el extracto. Sin embargo debido a que este es un método costoso, que 
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requiere bastante tiempo para su ejecución, y que en este caso se contaba con un 
elevado número de muestras no resultó práctico su empleo. El uso de esta 
combinación de cartuchos fue sugerido por Trenerry, et al, (2006), dado que con este 
procedimiento logró recuperar cuantitativamente, glucorafanina, el glucosinolato 
predominante en brócoli. 
 
3.4.3. Cartucho  RP-18 
 
Al realizar el análisis mediante cromatografía en capa delgada de la fracción 
correspondiente a los glucosinolatos se observaron dos manchas cuyos valores de Rf, 
de 0,60 y 0,67, Tabla 19, fueron similares a los obtenidos al usar la combinación de 
este cartucho con el de amino-propil. Sin embargo, se presentó una larga cola y baja 
resolución de los compuestos separados debido a la presencia de un colorante amarillo 
del cual se desconocen sus características pero que generó un enmascaramiento de 
los compuestos presentes, de este solo se puede afirmar que es un interferente polar 
debido a que los medianamente y los no polares quedarían retenidos sobre la fase 
estacionaria del cartucho y no podrían ser removidos con agua como ocurrió en este 
caso. Adicionalmente se observa un ligero aumento en el valor de los Rf de los 
compuestos separados el cual puede estar relacionado la interferencia generada por el 
pigmento mencionado. 
 
Aun cuando para Botting et al.,  (2002), el uso de este cartucho resultó eficiente para la 
eliminación de componentes que podrían ser potenciales interferentes en el análisis de 
glucosinolatos presentes en extractos de semillas y flores de brócoli, para el caso de 
los extractos de cubio éste no fue adecuado. 
 
 
3.4.4. Cartucho de intercambio iónico fuerte SAX 
 
En el análisis de los extractos obtenidos por la elución de los compuestos adsorbidos 
sobre el intercambiador aniónico fuerte del cartucho SAX, se obtuvo un extracto 
traslúcido el cual al ser analizado por CCD proporciona la adecuada separación de dos 
componentes con valores de Rf de 0,58 y 0,88 (Tabla 19); sin embargo, debido al 
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carácter iónico fuerte del cartucho empleado es posible que haya una pérdida de 
componentes debido a una adsorción irreversible en la fase estacionaria del cartucho. 
Esta explicación puede sustentarte en los resultados obtenidos por el uso del 
intercambiador aniónico débil, numeral 3.4.2, donde se presentó la separación de dos 
componentes con valores de Rf cercanos (0,58 y 0,65), de los cuales uno ya no se 
observa, comportamiento esperado debido a que de acuerdo con lo reportado en la 
literatura los glucosinolatos presentes en el cubio son, principalmente, de carácter 
aromático, por lo que la estructura de éstos debe ser similar y por ende su polaridad. El 
otro componente, Rf=0,88 no reveló al emplear hexacianoferrato de potasio-cloruro 
férrico, por lo que puede que éste no sea un glucosinolato. La adsorción irreversible de 
algunos glucosinolatos en el intercambiador aniónico fuerte también fue observado por 
Trenerry, (2006), en la determinación de glucorafanina en brócoli, quien encontró que 
este glucosinolato no podía ser eluido al emplear dichos cartuchos. 
 
3.4.5. Limpieza del extracto usando PVPP 
 
La limpieza del extracto usando polivinilpolipirrolidona permitió obtener el mismo 
número de manchas que en el extracto de partida, con una disminución notable de la 
interferencia por la presencia de colas, lo que indica que aunque no hay separación 
completa de los compuestos tipo antocianina presentes en el extracto de partida; este 
procedimiento reduce la interferencia de fondo generada por las mismas (Tabla 19). 
Este método, además de la separación de compuestos de tipo polifenólico permite la 
eliminación de otros interferentes como proteínas las cuales son precipitadas por la 
adición de acetato de plomo, acetato de bario y de sulfato de sodio. 
 
Dado que, además, se tenía un alto número de muestras y que los métodos 
propuestos con los intercambiadores iónicos son bastante consumidores de tiempo y 
de alto costo como en el caso de uso de cartuchos de extracción en fase sólida, se 
seleccionó la limpieza con PVPP para la separación de interferentes tipo polifenol 
presentes en los extractos de cubio estudiados. Este método fue usado para la 
limpieza de todos los extractos analizados, incluyendo los de canola y mostaza, usados 
para comparación. 
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3.5.  Análisis de los glucosinolatos por cromatografía 
en capa delgada (CCD) 
 
La separación de los glucosinolatos por cromatografía en capa delgada de los 
extractos obtenidos de cubio permitió detectar 5 componentes y la presencia de 
componentes en el punto de siembra, como se observa en la figura 17, 
comportamiento que fue similar en las 65 accesiones evaluadas. El mayor valor de Rf 
fue para el componente marcado como 5 (Rf=0,86), y el menor para el componente 
marcado como 1 (Rf=0,10). Los valores promedio de los Rf de los compuestos 
encontrados en extractos de cubio se presentan en la Tabla 20. 
 
Tabla 20. Valores promedio de Rf para cada uno de los compuestos separados 
de los  extractos de cubio4. 
 
Componente Rf 
1 0,10 ± 0,02 
2 0,22  ± 0,04  
3 0,52 ± 0,03 
4 0,61 ± 0,03 
5 0,86 ± 0,02 
 
                                            
4
 Promedio de 65 determinaciones. 
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Figura 17. Separación típica de los componentes presentes en el extracto de 
cubio, usando placas de Sílica gel F254 de 10x10, el sistema de solventes n-
butanol-n-propanol-ácido acético-agua (3:1:1:1) y revelado con luz UV de 254 nm. 
Carril 1 patrón sinigrina, carriles 2 y 3 accesión Tt1, carriles 4 y 5 accesión Tt2, 
carriles 6 y 7  accesión Tt3, carriles 8 y 9 accesión Tt4 y carriles 10 y 11 accesión 
Tt5. 
 
Para determinar cuáles de las manchas obtenidas a partir de los extractos de cubio, 
visualizadas al UV, podrían corresponder preliminarmente a glucosinolatos se 
emplearon como referencia 3 patrones: 2-propenilglucosinolato (sinigrina), 
bencilglucosinolato (glucotropaeolina) y 2-feniletilglucosinolato (gluconasturtiina), los 
cuales, además de encontrarse disponibles comercialmente, presentan diferencias en 
la cadena lateral, correspondiendo a un glucosinolato alifático y a dos glucosinolatos 
aromáticos, respectivamente. De acuerdo con lo reportado por Fahey et al., ( 2001) en 
la familia Tropalaceae, los compuestos encontrados pertenecen a estos grupos. 
Adicionalmente, se tuvieron en cuenta otros reportes de glucosinolatos presentes en 
cubio según los cuales glucotropaeolina es uno de los predominantes en esta especie 
(Johns et al., 1981; Kjæret al., 1978; Ortega, et al., 2006) . Dado que los glucosinolatos 
indólicos no son reportados para esta especie y que el uso del revelador de nitrito de 
1     2      3      4     5      6      7      8      9     10    
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sodio al 1% en ácido clorhídrico 1N, especifico para derivados de éste, mostró que el 
caso de los extractos de cubio no hay presencia de dichos componentes, estos no 
fueron tenidos en cuenta dentro de la selección de los patrones empleados en este 
estudio.  
 
Los resultados obtenidos al emplear el revelador de hexacianoferrato de potasio – 
cloruro férrico permitieron establecer que los componentes con valores de Rf de 0,52 y 
0,61 podrían corresponder a glucosinolatos por ser estos los que revelaban con el 
mismo. Estos resultados se corroboraron al usar los patrones ya que con estos se 
pudo determinar que la zona en la cual se encuentran estos componentes bajo las 
condiciones de estudio, es la comprendida entre un Rf de 0,43, obtenido para sinigrina 
y de 0,60 para gluconasturtiina y que se obtiene una coloración similar al revelarlos con 
hexacianoferrato de potasio-cloruro férrico. 
 
La identificación de la zona en la cual pueden encontrarse los glucosinolatos permitió 
llegar a la conclusión de que en todas las accesiones de cubio estudiadas hay como 
mínimo dos compuestos del tipo glucosinolatos, los cuales corresponden a las 
manchas presentadas a Rf de 0,52 y 0,61, resultados que concuerdan con lo reportado 
por Ortega, 2006 y Ramallo, 2004, quienes postulan que los glucosinolatos presentes 
en el cubio son principalmente aromáticos. Teniendo en cuenta estos resultados se 
seleccionaron estas dos manchas para realizar el análisis por densitometría. 
 
La comparación de los Rf permitió postular en forma preliminar que el compuesto con 
Rf de 0,61 presente en los extractos de cubio podría corresponder con gluconasturtiina 
ya que presenta el mismo valor de Rf que este patrón. Adicionalmente, como se 
observa en la figura 18, al realizar una adición de este patrón a un extracto en estudio 
se presentó una intensificación de la mancha correspondiente. Por otra parte, permite 
postular que, probablemente, en las accesiones estudiadas no hay presencia de 
glucotropaeolina un glucosinolato reportado para otras variedades de esta especie, 
dado que no hay correspondencia entre los valores de Rf presentados por los 
componentes presentes en el extracto y el Rf presentado por este patrón.  
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Figura 18. Verificación por CCD del efecto de la matriz sobre la separación de los 
patrones de glucosinolato; usando placas de Sílica gel F254 de 10x10 y el 
sistema de solventes n-butanol-n-propanol-ácido acético-agua (3:1:1:1). Carril 1 
extracto accesión Tt2, carriles 2 y 3 extracto accesión Tt2 con adición de 
sinigrina, carriles 4 y 5 adición de gluconasturtiina, carriles 6 y 7 adición de 
glucotropaeolina, carril 8 mezcla de patrones. GN: Gluconasturtiina (Rf=0,61), GT: 
Glucotropaeolina (Rf=0,56); SIN: Sinigrina (Rf=0,45). 
 
 
3.5.1. Determinación  semicuantitativa del contenido de 
glucosinolatos en cubio mediante densitometría 
 
 
Una vez elegidas las manchas que con mayor probabilidad correspondían a 
glucosinolatos, se determinó semicuantitativamente su contenido en cada una de las 
accesiones por densitometría, interpolando la intensidad de cada mancha en una curva 
de calibración previamente construida usando solución de sinigrina de 10 mg/mL como 
patrón y aplicando sobre la placa 0,5; 0,8; 2,0 y 3,0 µL (Anexo A). El contenido  de 
1     2      3    4     5     6     7     
8   
 
GN 
GT 
 
SIN 
60        Análisis y comparación de los glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio (Tropaeolum 
tuberosum) para evaluar su uso potencial en el control del patógeno de la papa Spongospora subterranea 
 
 
 
 
glucosinolatos fue determinado como la suma de la concentración dada por cada 
mancha individual. 
 
 
Como se observa en la Tabla 21, el contenido aproximado de glucosinolatos para las 
accesiones de cubio evaluadas se encuentra entre  4,90 y 24,1 µmoles de Gsl/gramo 
de cubio seco. De acuerdo con este estudio, las accesiones que presentaron el mayor 
contenido fueron Tt57, Tt63 y Tt56, con valores de 24,1; 20,5, 20,0 µmoles/g (5) y los 
menores las accesiones Tt1, Tt38 y Tt59 con contenido de 4,90; 5,50 y 6,10 µmoles/g, 
respectivamente. A través de los resultados obtenidos por CCD se pudo establecer que 
las accesiones amarillas presentan en promedio 13,5 µmoles/g, seguidas de las 
accesiones blanco-morado y blanco-rojo con 12,9 y 12,8, respectivamente, y las 
accesiones moradas que poseen 11,4 µmoles/g. El análisis estadístico a un nivel de 
confianza del 95%, mostró que no existe diferencia significativa entre el contenido 
promedio para cada uno de los grupos de accesiones estudiados. Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos por Ortega  et al., en 2006, quienes concluyen que no es 
adecuado realizar una asociación entre el contenido de glucosinolatos y la inspección 
morfológica, dado que después de analizar más de 200 accesiones de cubios 
peruanos, tanto cultivados como silvestres, determinaron que las accesiones con 
coloraciones claras son las que presentan el mayor contenido, mientras Ramallo et al., 
en 2004, al analizar 6 variedades de cubio peruano encontraron que el contenido de 
glucosinolatos es mayor para las accesiones con coloración oscura siempre y cuando 
el análisis se haga sobre tubérculos que han sido cultivados en los tiempos normales,  
ya que si se hace una cosecha tardía o se realiza un almacenamiento en frío de los 
tubérculos después de algunos días los contenidos varían y pueden llegar a ser 
mayores para las accesiones claras que para las oscuras.  
 
 
 
 
 
                                            
5
 En adelante cuando se reporte µmol/g  se hará referencia a µmol de Gsl/gramo de biomasa de 
cubio liofilizado. 
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Tabla 21. Resultados promedio de la determinación semi-cuantitativa de 
glucosinolatos por densitometría (CCD) de los componentes con Rf 0,52 y 0,60 
en cada una de las accesiones de cubio estudiadas, agrupadas de acuerdo con la 
coloración principal del tubérculo, expresados en µmoles/g6. 
 
Amarillas Moradas Blanco Morado Blanco Rojo 
 Acc. Gsl Acc. Gsl Acc. Gsl Acc. Gsl 
Tt8 13,6 ±1,8 Tt25 10,5 ±1,2 Tt1 4,90 ± 2,2 Tt7 7,00 ± 0,8 
Tt10 8,80 ± 1,2 Tt31 14,6 ±4,8 Tt2 16,1 ± 1,3 Tt9 14,7 ± 2,2 
Tt13 12,3 ± 1,9 Tt36 14,4 ±0,6 Tt3 18,0 ± 3,0  Tt12 7,80 ± 0,6 
Tt16 12,2 ± 2,0 Tt47 11,4 ±3,7 Tt4 16,2 ± 1,2 Tt14 11,8 ± 2,3 
Tt19 14,4 ± 2,3 Tt59 6,10 ±5,2  Tt5 14,7 ± 3,3  Tt17 14,5 ± 0,9 
Tt22 11,4 ± 0,2      Tt6 14,2 ± 4,8 Tt20 12,6 ± 1,4 
Tt29 7,20± 3,7     Tt11 7,90 ± 1,7 Tt24 14,2 ± 2,7 
Tt33 14,8 ± 1,1      Tt15 11,7 ±1,0 Tt26 10,6 ± 1,0 
Tt37 16,6 ± 1,4     Tt18 15,7 ±1,8 Tt27 8,80± 1,3 
Tt40 9,60± 2,2      Tt21 13,1 ±10,6 Tt28 14,1 ± 2,1 
Tt41 12,8 ± 0,5     Tt23 13,5 ±6,0 Tt30 15,4 ± 6,2 
Tt42 13,8 ± 2,9     Tt44 12,5 ±1,5 Tt38 5,50 ± 0,3 
Tt45 15,1± 1,5     Tt46 8,90 ±1,8 Tt43 14,9 ± 1,6 
Tt53 15,6± 1,5     Tt50 7,60± 1,9 Tt48 8,00 ± 0,8 
Tt55 18,7± 1,1      Tt51 8,70±2,8 Tt54 15,4 ± 3,9 
Tt63 20,5± 1,3     Tt52 11,6± 3,0 Tt57 24,1 ± 9,2 
Tt68 11,6± 8,3     Tt56 20,0± 1,2 Tt61 19,0 ± 3,9 
        Tt58 14,7± 1,1 Tt62 13,3 ± 20,0 
        Tt60 13,1± 1,3 Tt65 7,00 ± 0,8 
        Tt64 15,7±2,0 Tt69 18,1 ± 0,6 
            Tt70 12,4 ± 0,9 
          Acc: Accesión; Gsl: glucosinolatos 
 
Es importante destacar que para que este método pueda ser usado con confianza se 
deben controlar completamente algunos factores que inciden directamente sobre la 
                                            
6
 Promedio de 4 determinaciones. 
62        Análisis y comparación de los glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio (Tropaeolum 
tuberosum) para evaluar su uso potencial en el control del patógeno de la papa Spongospora subterranea 
 
 
 
 
reproducibilidad, entre los que se encuentran: la aplicación de la muestra, las 
condiciones cromatográficas, la posición de la mancha en el cromatograma y la 
iluminación homogénea de la placa durante la captura de la imagen (Vokv, 1997).  En 
este caso, aun cuando se procuró controlar todos estos factores no fue posible un 
control estricto, especialmente en lo referente a la captura de las imágenes, puesto que 
ésta fue realizada con una cámara digital convencional y no con un instrumento 
específicamente diseñado para tal fin. Adicionalmente, no se encontró un modo de 
revelado que permitiera obtener un buen contraste entre la zona en la que se 
encontraba el componente separado y el resto de la placa. Por lo tanto, es de esperar 
que estos valores, aunque presentaron órdenes de magnitud comparables con los 
reportados en la literatura no garanticen una exactitud y reproducibilidad deseables. 
Debido a esto, se hizo necesario buscar y realizar un análisis que permitiera comparar 
y corroborar la información obtenida y, de esta manera, determinar la aproximación real 
de los datos obtenidos a partir de este método. Para ello, se decidió usar el método 
espectrofotométrico planteado por Jezek et al,(1999) en el cual se determinan los 
glucosinolatos totales por la reducción del ión ferricianuro, gracias a la tioglucosa 
producida al realizar la hidrólisis alcalina de dichos compuestos. 
 
 
3.6.  Análisis de los glucosinolatos por el método 
espectrofotométrico del ferricianuro 
 
El uso de la reducción del ión ferricianuro para el análisis de glucosinolatos totales es 
un método ventajoso debido a que es directo, de bajo costo y no requiere el uso de 
equipos  especiales (Makkar, et al., 2007). Además, resulta mucho más rápido y 
sencillo que muchos de los métodos convencionales de análisis por CLAE en los que 
se requiere un paso enzimático, eliminando de esta manera los aspectos relacionados 
con la pureza y la actividad de la enzima, y los largos periodos de incubación 
requeridos para la obtención de los desulfoGsl. Este además permite el análisis de 
numerosas muestras  vegetales ya que no es afectado por la presencia de glucosa 
endógena como ocurre con los métodos del timol o del paladio, ni por otros posibles 
interferentes como el caso de los compuestos fenólicos ya que estos son eliminados 
por el tratamiento del extracto con PVPP. En comparación con el método reportado 
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aquí, los reactivos usados en otros métodos rápidos, simples no enzimáticos, son 
menos estables (PdCl4) y de mayor cuidado (timol-H2SO4 a 100°C). Finalmente, el 
método del ferricianuro presenta una estequiometria 1:1 para todos los glucosinolatos 
estudiados (Jezek et al, 1999).  Teniendo en cuenta estas razones, lo explicado en el 
apartado anterior, 3.5.1., y que uno de los principales objetivos al realizar este trabajo 
fue determinar un protocolo rápido y económico que permitiera hacer una selección de 
las accesiones que presenten el mayor contenido de glucosinolatos, se optó por 
emplear este método que fue propuesto para la cuantificación de glucosinolatos totales 
en semillas de colza.  
 
Los resultados obtenidos en la determinación por espectrofotometría se consignan en 
la Tabla 22.  Estos valores fueron obtenidos por interpolación en una curva de 
calibración para cuya construcción se empleó como patrón sinigrina de 1,0 mg/mL 
(Anexo B). En este caso, debido a que el número de grados de libertad es solo 1, se 
realizó el cálculo empleando un intervalo de confianza del 90%, y la fórmula: 
 
             
 
Donde   es el valor promedio, tn-1 es el estadístico t, s es la desviación estándar y n es 
el número de réplicas. De acuerdo con (Miller et al., 2002), esta fórmula se aplica 
cuando el tamaño de muestra es pequeño.  
 
Para garantizar mayor exactitud de los resultados y del proceso en general se calculó 
el porcentaje de recuperación encontrándose que para el caso en estudio este es del 
53,53%. Como se observa, el contenido de glucosinolatos totales en las accesiones de 
cubio se encuentra en el intervalo entre 1,20 y 30,4 µmoles/g de cubio seco; los cuales 
están en un rango similar al reportado por Ortega et al, 2006, quienes los encontraron 
en niveles entre 0,27 y 50,74 µmoles/g para accesiones de cubio peruanos tanto 
silvestres como cultivadas. Por otra parte, la comparación con lo obtenido por Ramallo 
et al, 2004, permitió establecer que todos los valores fueron menores a los encontrados 
por ellos, los cuales están comprendidos entre 36,5 y 90,0 µmoles/g para tubérculos  
peruanos de cubio, valores mayores también a los reportados por Ortega, et al., 
(2006). 
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Tabla 22. Contenido de glucosinolatos totales, determinados por 
espectrofotometría, presentes en cada una de las accesiones de cubio, 
agrupadas de acuerdo con el color predominante de la piel7. 
Amarillas Moradas Blanco Morado Blanco Rojo 
Acc Gsl Acc Gsl Acc Gsl Acc Gsl 
Tt8 9,35 ± 2,73 Tt25 12,01 ± 0,41 Tt1 17,12 ± 6,77 Tt7 16,51 ± 3,78 
Tt10 18,87 ± 3,07 Tt31 21,52 ± 6,15 Tt2 13,69 ± 5,20 Tt9 13,79 ± 1,58 
Tt13 4,80 ± 1,91 Tt36 6,45 ± 1,23 Tt3 8,87 ± 2,78 Tt12 15,17 ± 5,00 
Tt16 28,98 ± 8,71 Tt47 11,10 ± 0,96 Tt4 7,92 ± 1,47 Tt14 13,36 ± 3,30 
Tt19 14,62 ± 0,59 Tt59 26,31 ± 1,54 Tt5 17,58 ± 3,26 Tt17 13,68 ± 4,27 
Tt22 8,70 ± 3,21 
  
Tt6 10,00 ± 0,06 Tt20 14,37 ± 0,44 
Tt29 9,91 ± 3,03 
  
Tt11 18,91 ± 4,92 Tt24 9,53 ± 2,09 
Tt33 8,10 ± 1,40 
  
Tt15 8,41 ± 1,07 Tt26 14,43 ± 4,43 
Tt37 1,20 ± 0,18 
  
Tt18 9,14 ± 0,51 Tt27 15,11 ± 3,17 
Tt40 3,16 ± 1,04 
  
Tt21 3,95 ± 0,87 Tt28 11,08  ± 2,80 
Tt41 12,47 ± 3,26 
  
Tt23 4,49 ± 1,07 Tt30 30,40 ± 8,69 
Tt42 10,22 ± 2,10 
  
Tt44 10,49 ± 3,02 Tt38 8,26 ± 2,65 
Tt45 6,49 ± 2,70 
  
Tt46 9,30 ± 0,39 Tt43 11,26 ± 4,79 
Tt53 7,45 ± 2,64 
  
Tt50 7,39 ± 0,12 Tt48 18,50 ± 7,84 
Tt55 6,33 ± 1,05 
  
Tt51 8,60 ± 3,29 Tt54 9,84 ± 4,11 
Tt63 2,53 ± 3,23 
  
Tt52 7,34 ± 1,53 Tt57 5,43 ± 2,18 
Tt67 8,95 ± 0,47 
  
Tt56 6,46 ± 2,23 Tt61 2,77 ± 0,51 
Tt68 12,35 ± 0,85 
  
Tt58 6,86 ± 1,20 Tt62 4,19 ± 0,83 
    
Tt60 7,39 ± 2,09 Tt65 10,11 ± 3,93 
    
Tt64 14,44 ± 3,72 Tt66 22,87 ± 6,84 
      
Tt69 6,01 ± 1,53 
      
Tt70 9,70 ± 0,91 
 
Las diferencias encontradas en el contenido de glucosinolatos totales aún entre la 
misma especie y en un mismo estudio, pueden ser atribuidas a que la clase y la 
cantidad de metabolitos secundarios está estrechamente relacionado con las 
condiciones ambientales durante el crecimiento (Antonious, Bomford, & Vincelli, 2009). 
                                            
7
 Datos obtenidos del promedio de dos resultados, expresados en µmoles/ g. 
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Del mismo modo, pueden estar asociadas con el uso de diferentes variedades y 
métodos analíticos (Mithen, Dekker, Verkerk, Rabot, & Johnson, 2000). En nuestro 
caso, los cubios fueron cultivados en suelos sin ningún tipo de adición de fertilizantes, 
mientras que en los reportados por la literatura fueron colectados en diferentes zonas a 
lo largo del Perú de los cuales no se hace ningún reporte en cuanto condiciones de 
cultivo o propiedades del suelo. Por otra parte, y de acuerdo con los reportes de Johns 
& Neil Towers, (1981), existen notables diferencias entre el contenido de glucosinolatos 
entre especies que han sido domesticadas o cultivadas y las especies silvestres. En el 
caso del trabajo de Ortega, (2006) se evaluaron un gran número de especies 
silvestres, las cuales generalmente presentan mayores contenidos de glucosinolatos, 
hecho éste que puede estar asociado con la adaptación a condiciones ambientales 
adversas, ya que éstas están sometidas a estímulos que pueden desencadenar la 
inducción de este tipo de metabolitos como respuesta al estrés (Antonious, et al., 
2009). 
 
Por otra parte, la determinación del contenido de glucosinolatos totales para canola 
(Brassica rapa) y mostaza (Brassica juncea) permitió establecer que este es de 
92,52±13,56 y 71,36 ±6,40 µmoles de Gsl/g de semillas secas, respectivamente. En el 
caso de la mostaza, el valor reportado por otros autores tales como Morra & Borek, 
(2010), es similar al determinado en este estudio ya que según estos autores la 
cantidad de 2-propenilglucosinolato (sinigrina), el glucosinolato mayoritario para esta 
especie, es de 71,9 µmoles/g de semillas. 
  
El promedio general del contenido de glucosinolatos en accesiones de cubio de la 
colección Regional de la Facultad de Agronomía fue de 11,18 µmoles/g de cubio seco,  
un valor que resulta menor comparado con otras fuentes vegetales como la canola y la 
mostaza, analizadas también en este estudio, y con los presentes en las partes 
comestibles de especies como las coles de Bruselas, el coliflor y la col, las cuales, de 
acuerdo con Kushad, et al., (1999), contienen 25,1; 15,1 y 15,0 µmoles/g de material 
seco, respectivamente. Por otra parte, las accesiones de cubio estudiadas presentaron 
niveles de glucosinolatos similares a los del brócoli, una de las fuentes más 
reconocidas de estos metabolitos que de acuerdo con el estudio mencionado 
anteriormente es de 12,8 µmole/g de cubio seco; y superiores a fuentes como el repollo 
que presenta 10,9 µmoles/g y también hace parte del grupo Brassica oleracea. 
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 En este caso el 68% de las accesiones estudiadas presentaron un contenido de 
glucosinolatos entre 5 y 15 µmoles/g, y solo el 12% estuvo por debajo de 5 µmoles/g. 
En lo reportado por Ortega et al, (2006), de las poblaciones de cubio cultivadas (99 
accesiones), el 41% tuvo contenido de glucosinolatos menor a 5 µmoles/g  o sea 
―accesiones dulces‖. Esto evidencia que en nuestro país, la mayoría de accesiones 
cultivadas presentan, comparativamente a éstas ―accesiones dulces‖, altos contenidos 
de glucosinolatos por lo cual pueden ser, potencialmente, producidas para diferentes 
propósitos asociados con la actividad biológica de estos metabolitos, caso contrario a 
lo que ocurre con los tubérculos peruanos donde prevalecen las ―accesiones dulces. 
 
Es importante tener en cuenta que en la colección Tropaeolum tuberosum de la 
Universidad Nacional no tiene datos ni registros de la presencia de la subespecie 
Tropaeolum tuberosum sp. silvestre, la cual está reportada dentro de Colombia, las 
cuales, generalmente, presentan  mayor contenido de glucosinolatos comparadas con 
las accesiones cultivadas (Piñeros Niño & Ñústez López, 2004). 
 
El análisis del contenido de glucosinolatos totales en cada uno de los grupos permitió 
observar que en el caso de las accesiones amarillas, el contenido promedio de 
glucosinolatos fue de 9,69 µmoles/. En este grupo, la accesión que presentó el mayor 
contenido es la Tt16 con 28,98 ± 8,71 y el  menor para la Tt37 con 1,20 ± 0,18 
µmoles/g de cubio seco. Es importante resaltar que en este grupo se encuentran las 
dos  accesiones con el menor contenido de glucosinolatos de toda la colección, Tt37 y 
Tt63. En general, el contenido se encuentra por debajo de 10 µmoles/g de cubio seco 
con un 67% de la población, figura 19. 
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Figura 19. Contenido de glucosinolatos totales determinado por 
espectrofotometría para las accesiones amarillas. Promedio de dos 
determinaciones. Letras diferentes indican diferencias significativas a un nivel de 
confianza del 95%. 
 
En el caso de las accesiones moradas, el mayor contenido de glucosinolatos se obtuvo 
para la accesión Tt59 con  26,31 ± 1,54 µmoles/g y el menor para la Tt36 con 6,45 ± 
1,23 µmoles/g. El contenido promedio fue de 15,48 µmoles/g de cubio seco, siendo el 
mayor valor promedio encontrado entre los grupos estudiados y mayor a 10 µmoles/g 
para todas las accesiones excepto para la accesión Tt36 (figura 20). 
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Figura 20. Contenido de glucosinolatos totales determinado por 
espectrofotometría para las accesiones morada. Letras diferentes indican 
diferencias estadísticamente significativas a un nivel de confianza del 95%. 
 
 
Figura 21. Contenido de glucosinolatos totales determinados por 
espectrofotometría para las accesiones Blanco-Morado. Letras diferentes indican 
diferencias estadísticamente significativas a un nivel de confianza del 95%. 
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En la figura 21 se presenta el comportamiento de las accesiones de  blanco morado. El 
contenido promedio de glucosinolatos para este grupo fue de 9,92 µmoles/g.  En este 
caso la accesión Tt11 con 18,91 ± 4,92 µmoles/g presentó el mayor contenido y la Tt21 
con y 3,95 ± 0,87 µmoles/g el menor. Solamente dos accesiones mostraron un 
contenido inferior a 5 µmoles/g de cubio seco, mientras que el 63% de las accesiones 
se encontró en el intervalo de 10 a 15 µmoles/g de cubio seco. 
 
 
La figura 22 presenta el comportamiento de las accesiones blanco-rojo. Se observó 
que el contenido promedio para este grupo es de 12,56 µmoles/g de cubio seco, un 
valor intermedio respecto a los otros grupos estudiados. En este grupo se encuentra la 
accesión con el mayor contenido de glucosinolatos de toda la colección, Tt30  con un 
valor de 30,40 ± 8,69 µmoles/g de cubio seco. La mayoría de las accesiones presentó 
contenidos de Gsl en el intervalo entre 5 a 15 µmoles/g de cubio seco correspondiendo 
al 64% de la población estudiada.  
 
 
Figura 22. Contenido de glucosinolatos totales determinado por 
espectrofotometría para las accesiones Blanco-Rojo. Letras diferentes indican 
diferencias significativas a un nivel de confianza del 95%. 
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El análisis estadístico, permitió establecer que a un nivel de confianza del 95%, no 
existen diferencias significativas entre los promedios de los grupos de accesiones, aún 
cuando se presenten un mayor valor promedio para las accesiones moradas (Tabla 
23). Este comportamiento puede ser debido a que aun entre un mismo agrupamiento 
por coloración, se presentan diferentes niveles en el contenido de glucosinolatos, lo 
cual es consistente con lo expuesto anteriormente. Resultados que concuerdan con lo 
obtenido mediante el método densitométrico. 
 
Tabla 23.Comparación del contenido promedio de glucosinolatos totales según 
el método espectrofotométrico del ferricianuro para cada uno de los grupos de 
accesiones de cubios8. 
Amarillo Morado Blanco-Morado Blanco-Rojo 
9,69 15,48 9,92 12,56 
 
Al contrastar los resultados obtenidos mediante los ensayos densitométrico y el método 
del ferricianuro, (figura 23), se pudo establecer que el análisis por densitometría, 
aunque ayuda a determinar el rango aproximado en el que se puede encontrar el 
contenido de glucosinolatos totales para las accesiones de cubio estudiadas, tiene un 
menor poder de discriminación tal como lo demuestra que hecho de que el rango 
resulta más estrecho que el proporcionado por el estudio espectrofotométrico. Este 
comportamiento puede ser atribuido a que, además de que se trata de un método 
semi-cuantitativa, éste resulta poco sensible, al menos bajo condiciones empleadas en 
este estudio, y por consiguiente no permite determinar el contenido exacto de 
glucosinolatos. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que en el ensayo espectrofotométrico 
se presenta un mayor control de las condiciones y por ende los resultados son más 
confiables, estos fueron los tenidos en cuenta para establecer cuáles de las accesiones 
de cubio estudiadas podrían presentar mayor potencial biofumigante desde el punto de 
vista de su contenido de glucosinolatos. 
 
Es importante resaltar que aún cuando los resultados semi-cuantitativos obtenidos en 
este estudio por el método densitométrico no fueron relevantes y por ende no se 
tuvieron en cuenta para la selección de las accesiones con mayor potencial por su 
                                            
8
 Promedio de 5 determinaciones para las accesiones moradas, 18 para las amarillas, 20 para 
las blanco-morado y 22 para las blanco-rojo. 
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contenido de glucosinolatos, los resultados obtenidos a partir del análisis por CCD son 
una herramienta valiosa cuando se desea determinar la presencia o realizar un análisis 
comparativo del tipo de glucosinolatos presentes en una especie vegetal determinada, 
debido que ésta es una técnica rápida, que requiere bajo consumo de solventes y otros 
reactivos.  
 
 
Figura 23. Comparación del contenido de glucosinolatos totales en accesiones 
de cubio mediante los ensayos espectrofométrico del ferricianuro (azul) y 
densitométrico (verde). 
 
3.7. Análisis cromatográfico de los glucosinolatos por 
CLAE 
 
Para poner a punto las condiciones para la separación de los glucosinolatos presentes 
en extractos de cubio, mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) en fase 
reversa, se ensayaron diferentes fases móviles y modificadores par iónico, los cuales 
debido al carácter iónico de estos metabolitos deben ser usados para aumentar la 
retención de los mismos sobre la columna y permitir que la separación se dé en función 
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de la cadena lateral de los glucosinolatos (Mellon, Bennett, Holst, & Williamson, 2002; 
Mohn, et al., 2007; Zrybko, Fukuda, & Rosen, 1997). Dichos parámetros fueron 
seleccionados de reportes previos empleados para la separación de glucosinolatos 
intactos en diferentes fuentes vegetales  (Barbieri, Pernice, Maggio, De Pascale, & 
Fogliano, 2008; Kirkegaard & Sarwar, 1998; Kushad, et al., 1999; Mohn, et al., 2007; 
Poulsen, et al., 2008; Suzuki, et al., 2006). Los solventes ensayados fueron agua-
acetonitrilo y agua-metanol. La mejor separación se obtuvo al emplear agua-metanol, 
por lo tanto se eligió esta, usando el gradiente descrito en el numeral 2.8. Entre los 
modificadores evaluados estuvieron ácido tricloroacético (TCA), acetato de amonio y 
ácido trifluoroacético (TFA),  de los cuales se eligió TFA por ser el que permitió lograr 
la mejor separación dado que con este se obtuvieron picos más simétricos y mejor 
resolución. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Mellon, et al., (2002), 
quienes encontraron que la mejor separación de los glucosinolatos intactos presentes 
en semillas de Brassica oleracea, se obtenía usando metanol-TFA/agua como fase 
móvil. Así mismo, se evaluó el efecto de la concentración del modificador entre 0,01 y 
0,1 % encontrándose que no hay mayores cambios al hacer estas variaciones, por lo 
que se seleccionó la menor concentración. Al igual que lo reportado por Mohn, et al., 
(2007), el solvente en el que debían estar disueltas las muestras fue crítico, ya que 
generaba disminución de la resolución en la separación, por lo tanto en el proceso de 
análisis se incluyó un paso de eliminación del solvente usado para la extracción y de 
re-suspensión en agua de cada uno de los extractos analizados. 
 
La separación por cromatografía líquida de alta eficiencia de una mezcla de 
glucosinolatos patrón (figura 24) permitió establecer los tiempos de retención (tR)  bajo 
las condiciones de análisis propuestas en este estudio, los cuales dependen de la 
cadena lateral. Se encontró que el que presenta cadena lateral alquenílica tiene el 
menor tiempo de retención (sinigrina), lo cual es de esperar debido a que esta 
estructura es más polar y por ende interactúa menos con la fase presente en la 
columna de fase reversa. Por su parte, los glucosinolatos aromáticos presentaron 
tiempos de retención superiores a 15 minutos. Bajo las condiciones del estudio, los 
tiempos de retención fueron 8,32; 18,56 y 20,09 minutos para 2-propenilglucosinolato 
(sinigrina), bencilglucosinolato (glucotropaeolina) y 2-feniletilglucosinolato 
(gluconasturtiina), respectivamente 
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Figura 24. Cromatograma de la separación por CLAE en fase reversa (RP-18) de 
los patrones de glucosinolato empleados en el estudio (condiciones 
cromatográficas en el numeral 2.8). El pico 1, corresponde a sinigrina (tR=8,32 
min.); el pico 2 es glucotropaeolina (tR=18,56 min.) y el pico 3 es gluconasturtiina 
(tR=20,09 min.) 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante el ensayo espectrofotométrico 
del ferricianuro, se eligieron las accesiones que, en cada grupo, presentaron el mayor 
contenido de glucosinolatos, y dos accesiones de cada grupo, diferente al de las 
moradas, para establecer si existían diferencias en los perfiles cromatográficos al variar 
la concentración de glucosinolatos. El estudio de las accesiones que presentaron los 
mayores contenidos de glucosinolatos, se realizó dado que estas son las que se 
sugieren para ser evaluadas en su potencial biofumigante. 
 
En las figuras 25, 26 y 27, se presentan los cromatogramas de la separación por CLAE 
de los componentes presentes en los extractos de las accesiones que presentaron los 
mayores contenidos de glucosinolatos totales en el ensayo por espectrofotometría, 
Tt30 (blanco-morado), Tt16 (amarillo) y Tt59 (morado). En estos se observa una 
adecuada separación de los componentes presentes en cada uno de los extractos, a 
pesar de tratarse de Gsl en su forma intacta para los cuales la separación ha 
presentado, según se mencionó, algunas dificultades. Adicionalmente, se observó que 
los perfiles son similares para la mayoría de las accesiones aun cuando presenten 
diferencias en la coloración de la piel. Esto indica de forma preliminar que las 
evaluadas pueden contener el mismo tipo de glucosinolatos y que las diferencias entre 
ellas están en el contenido total más que en la clase química de los mismos. En 
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general estos resultaos concuerdan con lo propuestos por Mithen, et al., (2000), 
quienes sugieren que para ejemplares que correspondan a las misma especie se 
obtienen resultados similares en cuanto al número promedio de componentes 
presentes. 
 
 
Figura 25. Cromatograma de la separación por CLAE en fase reversa de los 
compuestos presentes en el extracto de la accesión Tt30 (condiciones 
cromatográficas en el numeral 2.8). 
 
En los cromatogramas obtenidos para las accesiones analizadas se observó la  
separación de componentes básicamente agrupados en dos zonas la primera: entre 3 
y 8 minutos (varias señales pero en muy baja proporción), y  la segunda entre 16 y 24 
minutos, en la que se encuentran los tres componentes mayoritarios y un pico más 
débil al mayor tR. Teniendo en cuenta los reportes de Fahey, et al.,( 2001); Ortega, et 
al., (2006) y Ramallo, et al., (2004), quienes señalan que los glucosinolatos presentes 
en cubio son principalmente del tipo aromático, se seleccionaron los picos con tiempos 
de retención mayores de 18 minutos, para realizar el análisis cuantitativo por CLAE en 
fase reversa, teniendo en cuenta que los patrones respectivos (aromáticos) también 
presentaron elución a tiempos mayores a 18 minutos, bajo las condiciones de análisis 
de este trabajo. Por lo tanto, para la cuantificación de los glucosinolatos presentes en 
los extractos de cubio de las accesiones nacionales seleccionadas para su evaluación 
por CLAE, se tuvieron los componentes con tiempos de retención promedio de 19,01; 
19,89; 21,45 y 23,75 minutos, con excepción de las accesiones Tt41, Tt62 y Tt69, dos 
accesiones amarillas y una blanco-rojo que solamente presentaron los picos con 
tiempos de retención de 19,74 y 21,49 minutos.  
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Figura 26. Cromatograma de la separación por CLAE en fase reversa de los 
compuestos presentes en el extracto de la accesión Tt16 (condiciones 
cromatográficas en el numeral 2.8). 
 
Ramallo et al, (2004), reportan que en las accesiones de cubio estudiadas por ellos 
solamente se encuentra presente el p-metoxibencilGsl, de este resultado se puede 
concluir que la especies estudiadas por éstos son cultivadas dado que de acuerdo a 
los reportes de Johns et al, (1981), este el compuesto predominante en las variedades 
de Tropaeolum tuberosum sp. tuberosum. Por otra parte, en el estudio realizado por 
Ortega et al, (2006), se presentaron los siguientes patrones de comportamiento, grupos 
con la presencia de: a) solamente bencilGsl; b) solamente m-metoxibencilGsl; c) 
bencilGsl y 4-hidroxibencilGsl; d) m-metoxibencilGsl y 4-hidroxibencilGsl, e) bencilGsl y 
m-metoxibencilGsl y un último comportamiento en el que están presentes los tres 
glucosinolatos aromáticos mencionados, siendo el patrón m-metoxibencilGsl y 4-
hidroxibencilGsl el predominante tanto en las especies cultivadas como silvestres.  
Mientras que para las accesiones colombianas  de cubio, preliminarmente se puede 
postular la presencia de hasta 4 componentes del tipo glucosinolato, de acuerdo con 
los resultados obtenidos por CLAE. Por lo tanto, es necesario continuar con esta 
investigación para determinar la identidad de cada uno de estos picos y los patrones de 
comportamiento presentados por las accesiones estudiadas, para de esta manera 
contribuir a la identificación de la forma especial de  las mismas dado que estos 
compuestos pueden ser empleados como marcadores quimio-taxonómicos.  
 
La simple comparación de los tiempos de retención obtenidos para los patrones de 
glucosinolatos con los de los componentes separados en los extractos de cubio 
permitió establecer que probablemente el componente con tiempo de retención de 
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19,89 minutos, puede corresponder con la gluconasturtiina, resultados que concuerdan 
con lo obtenido mediante cromatografía en capa fina, sin embargo  se requieren 
estudios más detallados que permitan la elucidación estructural del compuesto 
presente en este pico, antes de poder afirmar la presencia de gluconasturtiina en las 
accesiones de cubio dado que existe una amplia gama de compuestos de este tipo que 
presentan similitudes estructurales y por lo tanto pueden presentar polaridad similar. 
Del mismo modo, la comparación del tiempo de retención presentado por la 
glucotropaeolina con el de los componentes separados a partir de los extractos 
permitió establecer que posiblemente en las accesiones estudiadas este glucosinolato 
no se encuentra presente, resultado que concuerda con lo obtenido mediante CCD. 
 
 
Figura 27. Cromatograma de la separación por CLAE en fase reversa de los 
compuestos presentes en el extracto de la accesión Tt59 (condiciones 
cromatográficas en el numeral 2.8). 
 
Para la determinación del contenido de glucosinolatos, se construyó una curva de 
calibración utilizando glucotropaeolina como patrón (figura 28), dado que este es uno 
de los glucosinolatos que se ha reportado por algunos autores como presente en 
algunas variedades de esta especie vegetal y para el cual se obtuvo tR en la zona de 
los componentes de las muestras. Es importante anotar, que se verificó que en el 
intervalo de concentración donde se encontraron los componentes de interés la 
respuesta del patrón fue lineal y se realizó el ajuste de la línea por mínimos cuadrados, 
obteniéndose un coeficiente de correlación de 0,9982. El contenido de glucosinolatos 
totales para las accesiones estudiadas calculado como la sumatoria de la 
concentración de los 4 componentes separados, se reporta en la Tabla 24 en la que se 
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observa que éste varío entre 4,86 y 45,0 µmoles/gramo de cubio seco, siendo mayor 
para la accesión Tt30 y menor para la accesión Tt69.   
 
  
Figura 28. Curva de calibración para la cuantificación de glucosinolatos 
presentes en extractos de cubio mediante cromatografía en fase reversa, usando 
glucotropaeolina como patrón. Promedio de dos determinaciones 
independientes. 
 
 
Tabla 24. Contenido de glucosinolatos totales expresado en µmoles/gramo de 
cubio seco mediante CLAE, para las accesiones seleccionadas a partir del 
estudio espectrofotométrico9. 
Amarillas Moradas Blanco Morado Blanco Rojo 
Acc Gsl Acc Gsl Acc Gsl Acc Gsl 
Tt10 18,01 ± 3,7 Tt25 22,54 ± 13 Tt1 15,96 ± 0,7 Tt9 25,51 ± 4,1 
Tt16 27,69 ±8,2 Tt31 20,89 ± 0,77 Tt4 11,47 ± 5,6 Tt30 45,00 ± 19 
Tt19 16,64 ±2,9 Tt59 19,32 ± 7,1 Tt5 3,88 ± 0,47 Tt48 18,77 ± 10 
Tt29 26,95± 0,85   Tt11 20,05 ± 6,0 Tt62 8,11 ±4,1 
Tt41 21,66 ± 3,1   Tt64 19,38 ± 10 Tt66 21,58 ±8,7 
Tt67 12,96 ± 0,6     Tt69 4,86 ±2,2 
 
                                            
9
 Contenido total de glucosinolatos promedio de dos determinaciones. 
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3.8. Comparación de los datos obtenidos mediante 
espectrofotometría y CLAE 
 
 
Figura 29. Comparación del contenido de glucosinolatos totales para algunas 
accesiones seleccionadas, mediante los métodos de cromatografía líquida de 
alta eficiencia y espectrofotometría. El asterisco indica que existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los resultados obtenidos por los dos 
métodos a un nivel de confianza del 95%. 
 
La comparación de los resultados obtenidos mediante espectrofotometría y por CLAE 
se muestra en la figura 29 (Anexo C), en la que se observa que los valores obtenidos 
por las dos técnicas, en el 65% de los casos, no presentan diferencias 
estadísticamente significativas. En general, el valor encontrado para aquellas 
accesiones que presentaron diferencias significativas  en el contenido de 
glucosinolatos por CLAE fue mayor, lo cual puede ser debido a la sensibilidad del 
método. Por otra parte, únicamente la accesión Tt59, la que mostró la coloración más 
intensa, presentó mayor contenido por el método del ferricianuro,  por lo que es 
probable que debido al alto contenido de compuestos interferentes, especialmente 
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antocianinas, la cantidad de PVPP adicionada no haya sido suficiente para la remoción 
de los mismos y por ende haya una sobre estimación del contenido de glucosinolatos. 
Adicionalmente, se puede observar que no se presenta una tendencia en cuanto a que 
las diferencias se presenten para un grupo de accesiones dado, sino que se presentan 
de forma aleatoria por lo que estas pueden estar asociadas con las características de 
sensibilidad y selectividad propias de cada uno de los métodos más que con las 
características de las muestras analizadas.  
 
Según los resultados de este estudio, que constituye el primer trabajo reportado, hasta 
donde se tiene conocimiento, sobre accesiones de cubio nacionales, en lo que a su 
composición química se refiere, se determinó que la accesión que presentó el mayor 
contenido de glucosinolatos totales fue una accesión blanco-rojo, Tt30, con un valor 
que resulta mayor a 30 µmoles/g  y al de varias especies de Brassicas como es el caso 
de repollo, coles y coliflor, mientras que el menor se obtuvo para accesión amarillas, 
Tt37.  
 
Se estableció así que efectivamente las accesiones de cubios del banco regional se 
diferencian por su contenido en el total de compuestos tipo glucosinolatos, que era uno 
de los propósitos principales de la investigación. Sin embargo, no se pudo comprobar 
que exista un patrón de comportamiento en cuanto al contenido de estos compuestos, 
que se pueda relacionar positivamente con el color de la piel del tubérculo, dadas las 
diferencias encontradas dentro de los grupos establecidos por color y la no 
significancia de las diferencias entre grupos por color, al analizar todo el conjunto de 
resultados. A su vez, se pudo inferir con base en los resultados, que en el caso 
colombiano se presenta una baja proporción de accesiones dulces (contenido de 
glucosinolatos menor a 5 µmoles/g), y según se reporta estos bajos contenidos se 
asocian con frecuencia con mayor aceptación de los vegetales para el consumo 
humano por una mejor palatabilidad. En general, el contenido de glucosinolatos 
determinados para las accesiones colombianas de cubio pertenecientes a la colección 
regional de la Facultad de Agronomía fue menor que la presentada por especies de 
cubio de otros países andinos, como es el caso de Perú, en particular de especies 
silvestres. Cabe acá mencionar que, de todas formas, en conjunto estos tubérculos 
(cubios) presentan menor contenido que algunas especies de Brassica como la canola 
y la mostaza. 
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 El haber obtenido en los análisis por CCD y por CLAE perfiles muy similares para la 
mayoría de las accesiones es un indicativo preliminar de que posiblemente no haya 
mucha diferencia en lo que a la clase de glucosinolatos se refiere, lo que resulta 
interesante desde el punto de vista de tratar de correlacionar este hecho, una vez se 
confirme esta observación preliminar, con las características de cultivo y domesticación 
de estas accesiones, que, como se mencionó, fueron recolectadas en regiones que en 
promedio pueden presentar similitud en ciertas características ambientales y de suelo. 
Se acumularon también evidencias que apuntan a suponer que los Gsl mayoritarios en 
estas accesiones puedan ser del tipo aromático, coincidiendo en esto con reportes de 
otros autores. Se tuvieron aproximaciones preliminares de que los cubios nacionales 
contienen posiblemente de dos a tres glucosinolatos mayoritarios lo que presenta 
diferencia con las variedades estudiadas por Ramallo et al., (2004) quienes plantean la 
presencia de un único Gls y coincide con lo encontrado por Ortega et al.,. (2006) 
quienes reportan la presencia de hasta tres Gsl. Esta es una base de conocimiento 
químico que apoyará los estudios biológicos que en este sentido adelante la Facultad 
de Agronomía que es la que dispone de toda la información agronómica. 
 
A pesar de las diferencias encontradas en los métodos usados para la cuantificación, 
se puede sugerir que el análisis espectrofotométrico del ferricianuro puede resultar útil 
cuando se desea realizar la determinación del contenido total de glucosinolatos en 
muestras vegetales, especialmente cuando es necesaria la evaluación en un número 
elevado, ya que constituye un método sencillo, rápido y de bajo costo, en comparación 
con otros métodos como los descritos en el apartado 1.1.2.  En dicho método es 
importante realizar una eliminación previa de componentes interferentes, 
especialmente polifenoles y proteínas.  
 
Por otra parte, si el interés del estudio está centrado en el contenido de un 
glucosinolato en particular, el uso de CLAE resulta más conveniente. La determinación 
por CLAE en fase reversa de los glucosinolatos intactos, a pesar de que se ha 
reportado que presenta ciertas dificultades si se compara con el análisis de los 
desulfoglucosinolatos, dio en este trabajo resultados de separación buenos que 
permitieron tener un punto de comparación con lo obtenido por el espectrofotométrico 
del ferricianuro y dio además la posibilidad de conocer la similitud de los perfiles para 
las accesiones evaluadas.  
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La información acumulada es pionera en lo que a las accesiones nacionales se refiere 
y de particular importancia para continuar el conocimiento y adelantar programas de 
utilización de este cultivo que presenta características agronómicas muy favorables en 
nuestros países andinos y para nuestros cultivadores del campo. Además, da la base 
no solo para continuar el trabajo, que ya se inició en el grupo de investigación, 
tendiente a la elucidación estructural de los glucosinolatos que están presentes en las 
accesiones nacionales y lograr así su caracterización química, sino para profundizar en 
los ensayos biológicos tendientes a evaluar su potencial uso como biofumigante, uso 
que daría un mayor valor agregado al cultivo de este tubérculo en nuestro país.   
 
 
El hecho de haber conocido que muchas de las accesiones presentan contenidos 
apreciables de compuestos posiblemente del tipo antocianinas, es otra información 
punto de partida para explorar este importante potencial del cultivo, aunque para el 
presente trabajo constituyó uno de los obstáculos mayores en el análisis de los 
extractos y que demandó considerable tiempo para ser superado. 
 
 
Con los resultados obtenidos del contenido comparativo de glucosinolatos de las 
accesiones evaluadas se dio una primera base para realizar un primer ensayo 
biológico tendiente a evaluar su potencial acción hacia un importante patógeno de la 
papa el hongo Spongospopra subterranea, cuyos resultados se describen a 
continuación. 
  
3.9. Ensayo Biológico 
 
En a figura 30 se observa una agalla típica de la enfermedad causada por 
Spongospora subterranea, obtenida en una de las raíces evaluadas. La presencia de 
dichas agallas indica que el patógeno estaba presente y activo en el suelo empleado 
para la realización del ensayo. 
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Figura 30. Agallas producidas en la infección por Spongospora subterranea en 
raíces de papa criolla en el ensayo biológico para determinar el efecto de los 
extractos de Gsl de cubios. 
 
Los resultados obtenidos en la evaluación preliminar del efecto de la adición de 
liofilizado de cubio al suelo, sobre el número de agallas presentadas por las raíces se 
muestran en las figuras 31, 32 y 33, correspondiente a los ensayos 1, 2 y 3, 
respectivamente. Dado que no existen reportes científicos del efecto de los 
glucosinolatos sobre Spongospora subterranea se evaluaron accesiones, que de 
acuerdo con el método del ferricianuro presentaron contenidos bajos, medios y altos. 
En general, se observó que el contenido de glucosinolatos no fue un factor 
determinante en cuanto al número de agallas presentes en la raíces, dado que en los 
tratamientos en los que se emplearon las accesiones con menores contenidos, Tt62 y 
Tt69, se encontró que el número de agallas fue menor. Por otra parte, en aquellos 
tratamientos en los cuales se usaron las accesiones con altos contenidos, aún cuando 
se presenta un menor número de agallas, éste no es tan pequeño como en el caso de 
las accesiones con bajo contenido. En cuanto al color de las accesiones tampoco, se 
observó una tendencia determinada. Estos resultados concuerdan con los reporte de  
(Larkin & Griffin, 2007), quienes notaron que la reducción de enfermedades en el suelo 
no siempre estuvo asociada con las cosechas altamente productoras de Gsl.  Una de 
las razones de este comportamiento puede ser la actividad de la enzima mirosinasa la 
cual puede estar asociada a factores intrínsecos tales como el pH o extrínsecos como 
la temperatura o la presión. (Antonious, et al., 2009). 
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 Figura 31. Comparación del número de agallas promedio, por matera del ensayo 
1, en la evaluación del efecto de la adición de cubio liofilizado a suelo infectado 
con Spongospora subterranea como tratamiento previo a la siembra de papa 
“criolla Colombia”. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas a un nivel de confianza del 95%. 
 
 
El análisis estadístico de los resultados obtenidos en el ensayo 1, permitió establecer 
que los tratamientos en los que se adicionaron las accesiones Tt11, Tt64 y Tt67, no 
presentaron diferencia estadísticamente significativa con el testigo. En este caso, el 
menor número de agallas se obtuvo al emplear las accesiones Tt62 y Tt69 las cuales 
mediante CLAE presentan únicamente los componentes con tiempos de retención de 
19,8 y 21,4 minutos. Por lo tanto, probablemente estos componentes sean los 
biológicamente activos hacia el patógeno estudiado y los encargados del posible 
potencial biofumigante de estas accesiones.  
 
En el ensayo 2, tan solo las accesiones Tt5 y Tt19 no presentaron diferencia 
estadísticamente con el testigo. Al igual que en el ensayo 1, los tratamientos en los que 
se presentaron los menores números de agallas fueron aquellos en los que se 
emplearon accesiones con bajos contenidos,  en este caso Tt67 y Tt69. 
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Figura 32. Comparación del número de agallas promedio, por matera del ensayo 
2, en la evaluación del efecto de la adición de cubio liofilizado a suelo infectado 
con Spongospora subterranea como tratamiento previo a la siembra de papa 
“criolla Colombia”. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas a un nivel de confianza del 95%. 
 
 
En el ensayo 3, se obtuvo que solamente las accesión Tt67 y la mostaza presentan 
diferencia significativa con respecto al testigo, sin embargo debido a que el número de 
agallas es mayor que el presentado por éste, es probable que se haya presentado un 
error metodológico, el cual es corroborado por los resultados del análisis estadístico 
para los tres ensayos, dado que este permitió establecer que existe diferencia 
significativa entre los dos primeros ensayos y el tercero. 
 
Los resultados obtenidos no permiten establecer un posible potencial biofumigante de 
las accesiones estudiadas, por lo cual es necesario continuar con los estudios 
concernientes a determinar el efecto de los glucosinolatos sobre el patógeno de la 
papa Spongospora subterranea. Los resultados presentados aquí concuerdan con lo 
postulado por Lankin & Griffin, (2007), quienes concluyen que es difícil predecir el 
potencial biofumigante de una accesión Brassica sobre la base de la concentración de 
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glucosinolatos en sus tejidos dado que existen otros factores que incrementan o 
disminuyen la actividad de la mirosinasa.  
 
Figura 33. Comparación del número de agallas promedio, por matera del ensayo 
3, en la evaluación del efecto de la adición de cubio liofilizado a suelo infectado 
con Spongospora subterranea como tratamiento previo a la siembra de papa 
“criolla Colombia”. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas a un nivel de confianza del 95%. 
 
 
 
Figura 34 . Comparación del número de agallas presentadas en cada uno de los 
tratamientos para cada uno de los ensayos. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1. Conclusiones 
 
 De acuerdo con las condiciones evaluadas en este estudio, las seleccionadas 
para la extracción de glucosinolatos presentes en cubio fueron: metanol al 70%, 
relación cubio-solvente: 1 a 15, temperatura  70°C, tiempo: 20 minutos. 
 
 La puesta a punto del análisis cromatográfico por cromatografía en capa fina 
(CCD) permitió establecer que la mejor separación de los compuestos 
presentes en los extractos de cubio se obtuvo con la fase móvil n-butanol-n-
propanol-ácido acético-agua (3:1:1:1), aplicando 5 µL de extracto, cuando se 
emplean placas analíticas de Sílica gel 60 F254. 
 
 El análisis mediante CCD bajo las condiciones antes mencionadas, permitió 
determinar que en los extractos de cubio evaluados se encuentran presentes de 
manera uniforme como mínimo dos componentes del tipo glucosinolato, de los 
cuales el que presenta el valor de Rf 0,61 puede corresponder a 
preliminarmente gluconasturtiina.  Los valores de Rf  encontrados para estos 
compuestos presentaron similitud con los obtenidos para patrones con cadena 
lateral aromática. 
  
 Bajo las condiciones en las que fueron digitalizados los cromatogramas de CCD 
no se obtuvo buena reproducibilidad en los resultados, por lo que la 
determinación del contenido de glucosinolatos por la densitometría usada en 
este trabajo no resultó confiable para la semi-cuantificación. 
  
 El análisis empleando el método del ferricianuro permitió establecer que el 
contenido de glucosinolatos totales presentes en cubio varía entre 1,20 y 30,40 
µmoles/g de cubio seco, existiendo diferencias notables en dicho contenido 
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entre las diferentes accesiones pertenecientes al banco regional. El contenido 
promedio entre grupos de accesiones por color no presentó diferencias 
estadísticamente significativas por lo que no se puede establecer una relación 
específica entre el color de la piel y el contenido de glucosinolatos. 
 
  El análisis por cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) en fase reversa 
de los compuestos en su forma intacta permitió la separación de cuatro 
componentes que pueden tratarse de posibles glucosinolatos presentes 
regularmente en las accesiones de cubio estudiadas, siendo tres de ellos los 
mayoritarios en los extractos, hecho que debe ser confirmado con estudios 
posteriores. 
 
 La comparación de los resultados obtenidos por el método del ferricianuro y por 
CLAE mostró que existe cierto grado de concordancia entre los dos y que si 
bien, en algunos casos, la determinación por el primero da resultados menores, 
éste método resulta ser una buena herramienta para el tamizaje de grandes 
lotes de materiales en los cuales se busca básicamente comparar  los niveles 
relativos de glucosinolatos. 
 
 De acuerdo con los resultados obtenidos por los dos métodos, el del 
ferricianuro y por CLAE, las accesiones que por su contenido de glucosinolatos 
pueden presentar posible potencial biofumigante son la Tt16, Tt10 y Tt19 en el 
caso de las accesiones amarillas, Tt59, Tt31 y Tt25 en las moradas, Tt11, Tt5 y 
Tt1 en las blanco-morado y Tt30, Tt66 y Tt48 en las blanco-rojo.  
 
 El contenido promedio de glucosinolatos totales de las accesiones colombianas  
estudiadas es menor que el presentado por las accesiones cultivadas en otros 
países. Sin embargo, mientras que para el 41% de las accesiones peruanas 
cultivadas el contenido es menor a 5 µmoles/g, en el caso del presente estudio 
solo el 12% se encuentra por debajo de este valor. De otra parte, los valores 
que presentan están en algunos casos por encima de lo reportado para otras 
especies de Brassica como el caso del repollo, la coliflor y el brócoli. 
 
 Conclusiones y Recomendaciones                                                                    89 
 
 Los resultados obtenidos en el ensayo biológico realizado con algunas 
accesiones permitieron determinar que posiblemente el potencial biofumigante 
del cubio en la enfermedad sarna polvosa no está asociado fundamentalmente 
con un alto contenido de glucosinolatos totales. Sin embargo, es necesario 
evaluar otras accesiones para determinar si dicha observación preliminar se 
confirma. 
 
 Los resultados de este estudio se constituyen en el primer reporte, hasta donde 
se tiene conocimiento, de la caracterización del contenido de estos 
compuestos, de particular interés biológico, en las accesiones de cubio 
nacionales. 
 
4.2. Recomendaciones 
 
 Realizar un estudio del efecto de las condiciones del cultivo sobre el contenido 
de glucosinolatos totales en cubio. 
 
 Cuantificar los glucosinolatos totales mediante el análisis de los 
desulfoglucosinolatos. 
 
 
 Determinar el potencial biofumigante de estas accesiones, para otros 
patógenos de cultivos de importancia económica para nuestro país. 
 
 Realizar el estudio de las antocianinas de las accesiones moradas para evaluar 
su potencial como fuente de este tipo de compuestos para la industria de los 
alimentos y de los cosméticos. 
 
 
 Realizar la evaluación del contenido de glucosinolatos en otros órganos de la 
planta. 
 
90        Análisis y comparación de los glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio (Tropaeolum 
tuberosum) para evaluar su uso potencial en el control del patógeno de la papa Spongospora subterranea 
 
 
 
 
 Realizar un estudio del efecto pre-tratamiento de la muestra sobre la 
degradación de los glucosinolatos presentes en cubio. 
 
 
 Establecer la estructura química de los glucosinolatos mayoritarios presentes 
en las accesiones colombianas de cubio, para de esta manera determinar otras 
posibles aplicaciones de este tubérculo latinoamericano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
A.  Anexo: Curva de calibración para la 
determinación semi-cuantitativa de 
glucosinolatos mediante densitometría. 
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B. Anexo: Curva de calibración para la 
determinación de glucosinolatos totales en 
cubio por espectrofotometría. 
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C. Anexo: Comparación del contenido de 
glucosinolatos totales para las accesiones 
seleccionados para el análisis por CLAE. 
Color Accesión 
Contenido 
CLAE 
Contenido 
Espectrofotometría 
Amarillas 
Tt10 18,01 18,87 
Tt16 27,69 28,98 
Tt19 16,64 14,62 
Tt29 26,95 9,91 
Tt41 21,66 12,47 
Tt67 12,96 8,95 
Moradas 
Tt25 22,54 12,01 
Tt31 20,89 21,52 
Tt59 19,32 26,31 
Blanco-Morado 
Tt1 14,21 17,12 
Tt4 11,47 7,92 
Tt5 15,01 17,58 
Tt11 20,05 18,91 
Tt64 19,38 14,44 
Blanco-Rojo 
Tt9 25,51 13,79 
Tt30 45,00 30,40 
Tt48 18,77 18,50 
Tt62 8,11 4,19 
Tt66 21,58 22,87 
Tt69 4,86 6,01 
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